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1.- INTRODUCCIóN.
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1.- CARACTERES GENERALES DE LA BARRERA HEI4A9?OENCEFÁLICA
:
El aislamiento del medio cerebral interno y la homeostasis
resultan imprescindibles para el mantenimiento de la función
cerebral. Ambos fenómenos tienen lugar en la pared de los
capilares cerebrales, a través de los mecanismos bioquímicos y
fisiológicos que constituyen la Barrera 1-lematoencefálica (Bl-IE)
El funcionamiento cerebral normal precisa de un medio
interno estable, diferente del existente en otros órganos
corporales. Los órganos periféricos, son capaces de tolerar las
pequeñas fluctuaciones en los niveles de hormonas, nutrientes,
aminoácidos, vitaminas e iones, que se producen en respuesta a
la ingesta. El Sistema Nervioso central (S.N.CJ, por el
contrario, ha de mantener un microambiente único, ya que
variaciones relativamente insignificantes en la composición del
mismo, pueden afectar de forma negativa a la actividad
electrofisiológica de las neuronas que controlan los procesos de
integración en el S.N.C. De hecho, cambios relativamente
insignificantes en la concentración de Kt, pueden afectar de
forma adversa a la actividad neuronal.
La estabiliddd del ILIctuajubiente cerebral requiere del
desarrollo de una homeostasis dinámica, capaz de asegurar que
neuronas, sinápsis y sistemas neuronales, puedan recibir,
procesar, almacenar, transferir, integrar y utilizar las
múltiples informaciones que resultan esenciales para la función
nerviosa correcta y normal.
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La integridad de la BHE resulta esencial para el
funcionamiento correcto del cerebro, (Risau et al., 1990). El
extravasado de albúmina sérica, desde los capilares cerebrales
hacia los espacios perivasculares, resulta ser un indicativo de
la alteración en la integridad de la barrera (Blakemore, 1969;
Wilmers et al., 1979; Wolman et al., 1981) . Es por ello, que en
el análisis de la integridad de la BRE se han utilizado técnicas
inmunohistoquimicas de localización de albúmina sérica (Wilmers
et al. , 1979) . Así mismo, el colorante Azul de Evans, un pequeño
trazador fluorescente que se combina rápidamente con albúmina,
resulta útil como marcador de albúmina extravasada (Wolman et
al., 1981; Nitsch et al., 1983; Janzer et al., 1987>.
La BHE está implicada, principalmente, en tres funciones:
protección del medio cerebral interno del medio sanguíneo,
transporte y modificación selectivos, y metabolismo de las
sustancias presentes tanto en la sangre como en el medio
cerebral.
El aislamiento del medio cerebral se debe principalmente a
la casi o absoluta impermeabilidad de la BE-fE a moléculas
hidrofílicas y a mecanismos de transporte activo y de
biotransformacián. Los capilares cerebrales ccnsLiLuyen, según
Brightman (1977) y Pardridge (1983) el 99% de la 51-lE.
La microvascularización cerebral se compone básicamente de
tres tipos celulares. Las células endoteliales de los capilares
cerebrales, junto con los pericitos, células gliales
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perivasculares y la lámina basal circundante, constituyen la
estructura morfológica encargada del mantenimiento de la barrera
selectiva entre la sangre y el medio cerebral (Algers et al.,
1986; Perlmutter & Chui, 1990)
Las células de los capilares cerebrales son células cúnicas~
(Betz, 1989, 1990>, si se comparan con las que constituyen
cualquier otro endotelio capilar. Estas células, de 1000—1500 A
de espesor, que configuran conductos de unas 3g de diámetro, se
hallan rodeadas por los pericitos, una lámina basal, formada por
aposición de material endotelial y astrocítico (Schmidley et al.
1986> y las propias prolongaciones gliales.
Las uniones estrechas interendoteliales, constituyen una de
las características más importantes de la 13HE, con respecto al
aislamiento del medio cerebral interno de la circulación
sanguínea (Reese & Karnowsky, 1967; Brightman & Reese, 1969;
Burns & Kruckeberg, 1989) . Los bordes de las células endoteliales
aparecen imbricados y sellados mediante estas uniones, formando
un cinturón continuo alrededor de los capilares (Reese et al.
1960; Brigbtman et al., 1969; Nagy et al., 1983). En réplicas
realizadas utilizando técnicas de criofractura, las uniones
estrechas aparecen cu¡itii¡uós, anastomosadas y carentes de
uniones gaps (Connel & Mercer, 1974; Dermietzel, 1975; Shivers
et al.> 1985; Nagy et al., 1983)
Este precintado del endotelio capilar conduce a la formación
de un auténtico tejido epitelial polarizado (Betz et al., 1980>
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1984; Dertmietzel & Krause, 1991>, concepto morfo—funcional
importante en el estudio de la BIfE. La región luminal de la
membrana plasmática de la célula endotelial, se relaciona
directamente con el medio sanguíneo circulante, mientras que la
porción abluminal o antilumínal, se encuentra en estrecho
contacto con el resto de los componentes de la BIfE y las
estructuras de naturaleza nerviosa, constituyendo el
microambiente de los capilares cerebrales. El mantenimiento de
microdominios de membrana, marcadamente diferentes entre las
regiones luminal y abluminal, constituye la base estructural de
las propiedades bioquímicas y funcionales que caracterizan a la
BIfE.
La regionalización de la membrana plasmática, implica la
organización de la misma en microdominios, capaces de actuar de
forma específica. Ello permite, de este modo, el transporte
transcelular activo, el mantenimiento constante de las
concentraciones de K~, la inactivación de ciertos
neurotransmisores, la eliminación de desechos metabólicos, la
secreción de fluido y la respuesta específica y diferencial de
la propia célula endotelial a neurotransmisores, hormonas y
factores cerebrales> en base a su presencia en una u otra región
de la membrana plasmática endotelial. La poíatiuad ueiúlar
permite, así mismo, a la célula endotelial, incorporar y
metabolizar un substrato desde una región determinada,
manteniendo, al mismo tiempo, la actividad endotelial de barrera
que evita que dicho substrato atraviese la membrana en la
dirección contraria.
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El endotelio cerebral puede clasificarse como un epitelio
cerrado, en base a su resistencia eléctrica de unos 2 ío~ £~
valor semejante al observado en epidermis de anfibios (Crone &
Christensen, 1981a; Crone & Olensen, 198½; Olensen & Crone,
1983) . Esta resistencia eléctrica refleja la baja permeabilidad
iónica del endotelio cerebral (Crone> 1986a) , cuyo coeficiente
de permeabilidad es la centésima parte del observado en los
capilares del tejido muscular (Hansen et al., 1977; Crone, 1984a,
1984b)
La conductancia hidráulica de la BHE es muy baja
(Fenstermacher & Johnson, 1966> , siendo el coeficiente de
filtración, cientos de veces menor que el calculado en los
capilares del tejido muscular (Crone, 1984b)
La utilización de técnicas histoquimicas, ha facilitado la
verificación de algunas de las características que reflejan la
polaridad celular. Así,
(técnicas de autrorradiog
histoenzimológicas> y
inmunocitoquimicas> , han
interés en el mantenimien
sentido, la aplicación
permitido localizar a la
de la célula endotelial
Vorbrodt, 1991a; Inomata
Latker et al., 1987> o
(Vorbrodt & Trowbridge,
el empleo de sustancias radiactivas
rafia> , substrato enzimáticos (técnicas
anticuerpos específicos (técnicas
permitido conocer datos de relevante
to de la polarización celular. En este
de esbas diversas metodologías ha
AmPasa Na~¡Kt en la membrana ablumínal
(Firth, 1977; Betz et al., 1980, 1984;
et al., 1984; Rato & Nakamura, 1987;
en la porción luminal de la célula
1991b> , fosfatasa alcalina en ambas
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regiones del endotelio cerebral de rata (Betz et al., 1980;
Kreutberg, 1983; Inomata et al., 1984; Kato & Nakamura, 1987;
Latker et al., 1987; Vorbrodt & Trowbridge, 1991b) o únicamente
en la porción abluminal (Masuzawa, 1983) ; 5-nucleotidasa en ambas
regiones de la membrana en rata (vorbrodt & Trowbridge, 1991b>
aunque siendo más intensa en la membrana antiluminal (Inomata et
al., 1984; Nag, 1987a>; Ca2~-ATPasa en ambas membranas en rata
(Joó, 1979> predominando sin embargo en la región ablurninal
(Inomata et al., 1984; Nag, 1987a> ; actividad Mg2~—ATPasa intensa
en la membrana antiluminal (Inomata et al. , 1984) ; PI—glutamil
transpeptidasa en la región luminal en rata (Orlowski et al.,
1974; Budí Santos & Sár, 1986) , enzima ausente en capilares no
cerebrales (Orlov;ski et al. , 1974) ; adenilato ciclasa en ambas
regiones de la membrana (Joó, 1975; Szumanska, 1984; \7orbrodt et
al., 1984b>, receptor de Con—A en la memorana luminal de rata
(Naq, 1985> ; angiotensina convertasa en la porción luminal
(Pickel, 1986) ; actividad TPPasa (Tiaminopirofosfatasa) asociada
principalmente a la membrana plasmática antiluminal (Inomata et
al. , 1984> ; actividad TTPasa (Tiamina trifosfatasa) localizada
en las membranas lateral y antiluminal principalmente (Inomata
et al., 1984>; antígeno de barrera endotelial (EBA) en la
membrana luminal (Rosenstein et al., 1992>.
La polaridad celular puede ser, así mismo, confirmada en
base a la existencia de un transporte transcelular activo de
sustancias que no son rápidamente producidas o consumidas en
cerebro, como ocurre en el caso de ciertos aminoácidos (Lerma et
al. , 1986; Cangiano et al. , 1989) y el C (Katzman, 1976)
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manteniendo en el fluido extracelular concentraciones más bajas
de este ión que en el plasma. La permeabilidad del Kt en la
dirección sangre—medio cerebral, es muy baja (Hansen, 1971) ; sin
embargo, su salida desde el cerebro a la sangre, parece
corresponder a un transporte dependiente de la concentración y
sensible a ouabaína (inhibidor de la ATEasa Nat/Kt) (Bradbury &
Stulková, 1970) , capaz de mantener constante la concentración de
en el espacio extracelular cerebral.
Las células endoteliales de los capilares cerebrales se han
caracterizado clásicamente, por la escasez de vesículas de
pinocitosis o invaginaciones de la membrana (Reese et al. , 1967;
Westergaard & Brightman, 1973; Brightman, 1977); a pesar de que
otros autores han propuesto la existencia de una red túbulo—
vesicular (Lossinsky et al., 1970). La presencia de enzimas
capaces de inactivar neurotransmisores circulantes (Falmer et
al., 1989) y un elevado número de mitocondrias, metabólicamente
activas, y responsables de la energía requerida para el
transporte transcelular activo entre la sangre y el cerebro,
constituyen características importantes de las células
endoteliales de los capilares cerebrales. Olendorf et al. (1977a)
estimaron que el porcentaje en el volumen de la célula endotelial
de los capilares cereb:ai~ ocupado por ritocondrias es de un 8—
11%, cifra elevada comparada con el 2-5% en regiones sistémicas
o no formadoras de barrera. La disminución del número de
mitocondrias que se produce paralelamente al envejecimiento
(Burns et al., 1919, 1981, 1983) parece estar relacionado con la
toxicidad de los radicales libres y peróxidos sobre la actividad
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mitocondrial, alterándose los lípidos de membrana y el ADN
mitocondriales, con lo que resultan orgánulos celulares carentes
de capacidad de división (Ecomos et al., 1980).
Estas peculiares características, exclusivas del endotelio
cerebral, parecen estar inducidas, en primer lugar, por la
presencia del tejido nervioso, hipótesis de la Tlinducción
tisular” (Stewart & Wiley, 1981> . Los capilares cerebrales no
están predeterminados, sino que la adquisición de las
particulares características de la BIfE, resultan de una
inducción, cuyo origen está según estos autores, en el tejido
nervioso. En segundo lugar, las prolongaciones de la glia
astrocitaria, que alcanzan a los vasos sanguíneos en la mayor
parte del cerebro, parecen elaborar señales que inducen en las
células endoteliales las características únicas en relación con
la túnción de la barrera (Davson & Olendorf, 1967; Stewart &
Wiley, 1981; Goldstein et al., 1986a; Janzer & Raff, 1987; Tao—
Chen et al., 1987, 1988; Arthur et al., 1987; ?leyer et al.,
1991>, induciendo la polaridad celular (Beck et al., 1984;
Debault & Cancilla, 1980> . Las irregularidades observadas en el
envoltorio glial perivascular, en muchos tumores cerebrales, y
su correlación con la destrucción de la BIfE, acrecienta la
imporLcflicics de la ptebCl¡Gld de 1Gb dStiuc:uub ~ el mantenimiento
de la BHE (Creig, 1988)
Al parecer, los mecanismos que gobiernan esta inducción no
se limitan al las interacciones entre glía y células
endoteliales, sino que por consiguiente, tanto la presencia de
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la glía como del tejido nervioso perivasculares, confieren a los
capilares cerebrales las características de barrera
hematoencefálica (Dertmíetzel & Rrause, 1991; Tontsch & Bauer,
1991)
La barrera hematoencefálica representa un sistema celular
complejo; a pesar de que las células endoteliales constituyen la
barrera propiamente dicha, la interacción de todas las estirpes
celulares, parece ser indispensable para la inducción y el
mantenimiento de la barrera.
Los pericitos, término introducido por Zimmermann (1923),
también denominadas células murales o de Rouget (Krogh, 1919)
son células adventicias (Marchand, 1893; Herzog, 1914>, cuya
presencia ha sido demostrada en los capilares de todos los
tejidos y en un amplio abanico de especies. La identificación de
esta estirpe celular, se basa aún en la definición histológica
de células adosadas a la membrana basal de la célula endotelial
en su región abluminal, con la que mantiene una estrecha relación
estructural (Tilton, 1991)
Desde fa primera descripción ultraestructural de estas
células en el 5.14.0. , cuiiutetamente en la corteza cerebral
(Farquhar & Hartman, 1956) , la situación anatómica periendotelial
de estos ha sido foco de multitud de investigaciones (Maynard et
al., 1957; Donahue & Papas, 1961; cancilla et al.> 1972; Dodson,
1973; Kristensson & Oleson, 1973; Lafarga & Palacios, 1975;
Lafarga & Hervas, 1978; Castejón, 1984) . Los pericitos aparecen
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de forma más patente en los capilares del tejido nervioso que en
el resto de los vasos (Simionescu et al., 1988).
La estructura de los pericitos varía significativamente en
los distintos tejidos vasculares. Su cuerpo celular contiene el
núcleo y sólo una pequeña porción de citoplasma que se expande,
originando largas prolongaciones que abra2an a las células
endoteliales y se extienden generalmente paralelas al eje mayor
del capilar (Tilton, 1991) . La célula aparece rodeada por una
membrana basal. El núcleo heterocromático contiene cromatina
condensada periféricamente, observándose ocasionalmente un
nucléolo. A pesar del delgado citoplasma celular> el pericíto es
rico en atributos citoplásmicos: se han observado centriolos
cercanos al núcleo (Stensaas, 1975) , mitocondrias abundantes,
retículo endoplásmico rugoso patente, aparato de Golgi y
ribosomas libres evidentes.
Los pericitos se encuentran en estrecha asociación con las
células endoteliales, incluso desde los primeros estadios del
desarrollo (Simionescu et al., 1988).
La variabilidad en forma, frecuencia y distribución de esta
estirpe uclular ~n el lecho vascular, y las diferencias
observadas en la relación con la célula endotelial en tejidos de
diversa naturaleza, se ha interpretado en términos de pertenencia
a una familia celular heterogénea. En cerebro, los pericitos
parecen expresar ciertas proteínas que no están presentes en
otros capilares (Krause et al., 1988); ello, ha conducido a la
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sospecha de funciones específicas en los capilares cerebrales
(Risau et al., 1990>.
Se han propuesto numerosas funciones para explicar su
presencia en íntima asociación con los capilares. En este
sentido, se ha sugerido que los pericitos son células
pluripotentes, capaces de experimentar mitosis y penetrar en el
parénquima cerebral, convirtiéndose en células de la microglia
(Kosunen et al., 1963; Maxwell & Kruger, 1965; Morí & Leblond,
1969; Boya, 1916; Peters et al., 1976; ¿Jordan & Tomas, 1988;
Graeber et al., 1989) . Estas células son capaces de experimentar
procesos de contracción celular (Rouget, 1813, 1579; Vimtrup,
1922; Zimmermann, 1923; Bensley & Vimtrup, 1928; Krogh, 1929;
Tilton et al., 1979), modulando con ello el flujo sanguíneo
vascular. Este hipótesis se sostiene y corrobora con la
localización de moléculas implicadas en procesos de contracción:
ó—actina (Owman et al., 1977; Skalli et al., 1989), tropomiosina
(Joyce et al., 1985a>, isomiosina (Joyce et al., 1985b).
Se han advertido que los pericitos asociados a los capilares
cerebrales, poseen una importante función fagocítica (Maxwell &
Kruger, 1965; cancilla et aL., 1972; Kristensson & Olsson, 1973;
Wagner et al., 1974; Mato et al., 1980; Sima, 1900). A pesar de
la hipótesis defendida por Del Rio—Hortega (1917, 1919, 1920),
sobre el origen reticuloendotelial (a partir de las células de
la microglía) y neuroectodérmico del origen de los macrófagos
cerebrales, se ha demostrado que los pericitos cerebrales
comparten determinantes antigénicos con macrófagos (Graeber et
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al. , 1939>
En otro orden, los pericitos mantienen una importante
gestión coordinando la función de la célula endotelial. Se han
advertido uniones ‘gaps” funcionales entre los pericitos y las
células endoteliales en el S.N.C (Cuevas et al., 1984; Larson et
al. , 1987) , fundamentando la suposición de una coordinación en
las funciones de ambos tipos celulares. Diversos autores han
propuesto para estas células un importante papel en la regulación
de la proliferación de las células endoteliales (Rhodin 1968;
Crocker et. al., 1970; Orlidge et al., 1987, 1983; Sato & Rifkin,
1989; Antoneili—Orlidge et al., 1989>.
Ehodin (1968) propuso que los pericitos funcionan como
soporte mecánico de la pared capilar, basándose en la ubicación
anatomíca de aquellos, en los contactos con las células
endoteliales y en la continuidad existente entre las membranas
basales de ambos tipos celulares. En este sentido, Courtoy &
Eoyles (1983) demostraron la presencia de una proteína de
adhesión, la fibronectina, en la interfase pericito—endotelial;
demostrando en esta zona, microfilamentos y placas densas.
Los pericitas son capaces u& cuítLLxbuiL CII Id bifltesiS de
la membrana basal capilar (Cohen et al., 1980; Stramm et al.,
1987)
Entre otras funciones, se ha sugerido que los pericitos son
capaces de modular la permeabilidad (Miller & Sims, 1986; Tagami
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et al,, 1991) y el flujo sanguíneo capilares (Herman & Jacobson,
1988) . Se estima que pueden desempeñar algún papel en la
notificación de información a las células endoteliales de la
liberación de sustancias desde el tejido nervioso (Rhodin, 1968;
Sheridan & Larson, 1982; Cuevas et al., 1984; Larson et al.,
1987> , jugando algún papel en los procesos de presentación
antigénica. Según Bertossi et al. <1991> los pericitos
constituyen la principal barrera de permeabilidad en los momentos
previos a la maduración de las células endoteliales.
Numerosos estudios han puesto en evidencia la implicación
en la alteración de estas células y en enfermedades de diversa
naturaleza. En la enfermedad de Tay—Sachs se ha observado una
acumulación excesiva de lípidos, tanto en los pericitos como en
las células endoteliales «ferry & Weiss, 1963> ; la acumulación
de cuerpos cristaloides en pericitos en el S.N.C. se ha advertido
en pacientes que padecen la enfermedad de Krabbe (Shaw & Caríson,
1970; Suzaki & Crover, 1970; Andrews et al. , 1971)
La membrana basal de los capilares cerebrales es una
estructura trilaminar (Perlmutter et al. , 1990a, 1991) , semejante
a la observada en glomérulos renales <Timpí & Dziadek, 1986)
En el desarrollo cerebral L~mpranu, se pueden observar distintas
capas de naterial filamentoso en asociación con las células
endoteliales y gliales (Bar & Wolff, 1973) . Posteriormente estas
láminas se fusionan, formando una estructura aparentemente
homogénea, que engrosa durante el desarrollo postnatal (Donahue
& Papas, 1964; Bar & Wolff, 1973, 1976).
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La membrana basal está constituida por componentes
intrínsecos y extrínsecos. Los componentes intrínsecos son el
heparán sulfato proteoglicano (HSPG) , colágeno tipo IV (CIV) y
lamininas (Orkin et al., 1977; Timpí et al., 1979; Hassel et al.,
1980; Martínez-Hernández & Amenta, 1983; Garbisa & Negro, 1984;
Daniels et al. , 1984) , y los extrínsecos> las fibronectinas. El
colágeno tipo IV conforma la estructura central de la “lámina
densa’, lugar cte unión de las membranas basales endoteliales y
astrogliales, (Martínez—Hernández & Amenta, 1983) . Las lamininas
y el HSPG, se sitúan respectivamente, en las superficies de las
membranas basales endotelial (<‘lámina rara interna”) y
astroglial (“ lámina rara externa”), (Martínez—Hernández & Amenta,
1983; Garbisa & Negro, 1984)
La lámina basal proporciona soporte físico a los capilares
cerebrales, desempeñando, así mismo, un importante papel en los
procesos de adhesión celular (Martínez-Hernández & Amenta, 1983;
Garbisa & Negro, 1984; Aumailley & Timpl, 1986; Lein et al.>
1991> controlando los procesos de migración celular. La lámina
actúa de filtro selectivo, e incluso parece proporcionar
protección al cerebro, junto con las prolongaciones
astrocitarias, ante el posible extravasado de proteínas (Van
Deurs, 1976) . Se ha s~fxalado, que la membrana basal es capaz de
ejercer alguna influencia sobre la función de la célula
endotelial (Goldstein & Betz, 1983; Goldstein et al., 1986a).
Además, se han demostrado los efectos promotores de la
neuritogénesis del HSPG, CIV y las lamininas (Edgar et al., 1984;
Lander et al., 1985a, 198½; Dow et al., 1988; Lein et al.,
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1991)
La integridad de la membrana basal resulta esencial para al
mantenimiento de la barrera hematoencefálica. En capilares
cerebrales humanos se ha observado que con la edad se produce un
marcado engrosamiento de la lámina basal (Burn et al., 1979,
1981, 1983> , así como en diversos estados patológicos, como en
la enfermedad de Alaheimer y en otras encefalopatías de diversa
naturaleza (Torack, 1969; Wisniewski et al.> 1972; 1-iughes et al.,
1973; Mancardi et al., 1980; Nagy et al., 1983; Fillit et al.,
1987; Athanikar et al., 1988; Perlmutter et al., 199Gb, 1990c,
1991; Mann et al., 1992) . Este engrosamiento, se debe a un
aumento en la actividad de la prolinahidroxilasa presente en las
células endoteliales, que cataliza la síntesis de la
hidroxiprolina, componente exclusivo del colágeno (Ooshima et
al., 1975)
A microscopia óptica, una característica especial de los
capilares cerebrales es el acoplamienmto de las expansiones o
prolongaciones gliales a la membrana basal de la pared capilar
(Suarez—Nájera et al., 1980; Fernández et al., 1984), de tal modo
que, aparentemente el capilar aparece recubierto por citoplasma
glial. Se ha sugerido que las propiedades especificas del
epitelio endotelial se originan como consecuencia de la actividad
de la glía perivascular. Es posible> aunque se desconoce a
ciencia cierta, que las células gliales desempeñen un importante
papel en el ajuste y regulación de la permeabilidad de los
capilares cerebrales (Tagami et al., 1991), por una parte a
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través de la interacción con las uniones estrechas
interendoteliales y, por otra> mediante el control de las
actividades físico—bioquímicas de los componentes de los
capilares cerebrales. Estudios previos han señalado el papel de
las células gliales en la elaboración de señales capaces de
regular la polaridad celular (Debault & Cancilla, 1980; Beck et
al., 1984), induciendo la formación y regulando el mantenimiento
de las uniones estrechas (Stewart & Wiley, 1981; Tao—Chen et al.,
1987, 1988; Arthur et al.> 1987). Se desconoce aún el mecanismo
por el cual los astrocitos son capaces de inducir la formación
de las uniones estrechas; sin embargo, en otros sistemas se han
observado que estas uniones pueden proliferar en respuesta a una
acción enzimática (Orci et al., 1973; FolaR—Charcon et al.,
1978) , regeneración (Huttner et al. , 1985) y otros estímulos
hasta ahora desconocidos (Kachar & Pinto da Silva, 1981>
Existen ciertas regiones cerebrales que carecen de
mecanismos de barrera. En ellas, las células endoteliales no
mantienen entre si uniones estrechas, permitiendo, por
consiguiente, el libre intercambio de moléculas entre la sangre
y el tejido nervioso (Wislocki & King, 1936; Bradbury, 1979;
Risau, 1990) . La mayor parte de estas áreas se localizan en: la
eminencia media (hipuiálaíi~c) , la rleuroiIipófiÁb, iu~ plexos
coroideos, la glándula pineal, el órgano subfornical, la lamina
terninalis y las regiones dorsocaudales al núcleo del tracto
solitario (Leonhardt, 1980; Broadwell et al., 1983; Brightman,
1975; Bouchaud st al., 1989; Shaver et al., 1990; Gross et al.,
1990, 1991)
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En estas regiones, la exposición directa de ciertas neuronas
a la influencia de la circulación sanguínea, resulta de vital
importancia funcional. De este modo, las homonas neuroendocrinas,
pueden acceder libremente al torrente circulatorio. Estas
neuronas, además, pueden ajustar su actividad mediante mecanismos
de retroalimentación (‘feedback”) en respuesta a los niveles de
hormonas circulantes.
El desarrollo de la 81W, su mantenimiento fisiológico y su
reparación, resultan procesos complejos y multifacetados
(Bradbury, 1979; Cserr et al., 1984; Goldstein et al., 1986a).
Se ha observado que la implantación de injertos nerviosos en el
parénquima cerebral, puede conducir a alteraciones en las
propiedades de la E3HE (Jaeger, 1985, 1991; Rosenstein, 1987; Krum
et al., 1988; Powell et al., 1990).
Se ha demostrado histológicamente, en estudios postmortem
(Winiewski & Rozlcwski, 1982; Banks et al., 1991; Constantinidis,
1991; Mecoccí et al., 1991; Nallin & Blennow, 1991; Favarato et
al., 1992; Mann et al., 1992; Mooradian & Smith, 1992)
alteraciones en la permeabilidad de la BHE en individuos
afectados por la enfermedad de Alzheimer. El depósito de aluminio
que se produce en esLos enfermos, se debe a una alteración en la
entrada y metabolismo de dicho metal a través de la BIfE,
(Deloncle et al., 1990). Diversas lineas de investigación han
sugerido que una disfunción de la BIjE puede resultar importante
en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer, habiéndose
sugerido que esta enfermedad puede ser consecuencia de una
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demencia capilar <Echeibel et al., 1984)
En la encefalopatía hepática se ha propuesto también una
implicación de la alteración de la permeabílídada al GABA a
través de la BHE (Schafer et al., 1982, 1983, 1984; Spazt, 1984;
J-ioyumpa, 1986) . Existen evidencias que relacionan alteraciones
de la permeabilidad de la BHE, con estados patológicos de
naturaleza diversa como la hipertensión (Spazt, 1984; Magnoní et
al., 1989; Nag, 1987b, 1991) , diabetes (Schivers, 1979; Stauber
et al., 1981; Magnoni et al., 1989>, isquemia cerebral (Magnoni
et al., 1939, Brust, 1991>, situaciones de stress (Cilbert, 1965;
Lorenzo et al., 1965; Seyle, 1966; Angel, 1966, 1969; cutíer et
al., 1968; Basch et al., 1970; Bondy & Purdy, 1974; Christensen
et al., 1981; Belova & Jonsson, 1982; Sharma et al., 1986, 1983,
1991), cerebritis (Lo et al., 1991), etc.
Las observaciones sugieren que la barrera hematoencefálica
supone una resistencia funcional regulada de forma dinámica,
capaz de controlar el paso de las diversas sustancias entre la
sangre y el tejido nervioso, de acuerdo con las demandas
fisiológicas. Se ha observado que la permeabilidad de la EJ-lE
aumenta tras la estimulación o lesión de neuronas
catecolaminérgiuas centrales <Rapoport, 1976; Bradbury, 1979).
—.19.—
2.- TRANSPORTE A TRAVÉS DE LA EHE
:
El cerebro está separado del resto del cuerpo no sólo
espacialmente, sino también bioquimicamente, mediante la
formación de una barrera selectiva que permite proteger al
Sistema Nervioso de la influencia de los eventos metabólicos
generales y de posibles sustancias químicas no deseables o
nocivas, permitiendo la extracción de la circulación sanguínea
de los nutrientes requeridos.
Numerosas sustancias, que son necesarias para el
funcionamiento correcto del cerebro, han de ser transportadas a
través de la pared capilar, mediante procesos de transporte
activo. La energía necesaria para dicho transporte procedt=de la
fosforilación oxidativa, cuya capacidad está representada en la
pared capilar por su abundante contenido mitocondrial.
La BHE regula todos los intercambios que se producen entre
el cerebro y la circulación sanguínea, mediante sistemas de
transporte y receptores localizados específicamente en las
membranas luminal y abluminal. De esta forma, el transporte de
sustancias a través de la fUL está determinado primeramente por
la liposolubilidad de la sustancía en cuestión y por la presencia
de sistemas transportadores (Goldstein & Betz, 1986b; Pardridge
et al., 1986a) . Por otra parte, el transporte de células está
determinado, por la presencia o ausencia de moléculas de adhesión
celular (Butcher, 1991) , y para virus, por su carga superficial,
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la presencia de receptores (Friedmann, 1943; Dropulic & Masters,
1990) y la capacidad de penetrar a través de células infectadas.
Resulta de vital interés el estudio del transporte a través
de la BHE, ya que la entrada en el cerebro de muchos agentes
neurofarmacológicos está limitada por la EME. De esta forma, un
método que, de forma reversible, permitiera incrementar la
permeabilidad cerebrovascular, podría potenciar el tratamiento
de diversas enfermedades neurofarmacológicas. Actualmente se
utilizan estudios en capilares cerebrales aislados y células
endoteliales en cultivo (Dallaire et al., 1991; Durieutrautmann
et al., 1991; Takakura et al., 1991; Joó, 1992), así como
estudios con trazadores (Xu et al., 1991). Sztrizha & Beta (1991)
han observado que la infusión intracarotídea de ácido oleico,
conduce a un incremento en la permeabilidad de la BE-lE de forma
reversible y dosis dependiente.
En el cerebro se reconocen dos sistemas de barrera, la
barrera hematoencefálica y la hematocefalorraquidea. La mayor
parte de los capilares cerebrales, más de un 90%, están
implicados en la formación de la barrera hematoencefálica,
mientras que la hematocefalorraquidea está constituida por un
escaso número de capilares que bañan los plexos cotoideos y los
órganos circunventriculares (Brigbtman, 1977) La BIfE es, al
menos en cuanto a área superficial se refiere, de unas 5 ío3
veces la bematocefalorraquidea (Crone, 1971) . Esta consideración
subraya la gran importancia cuantitativa de la EME, constituyendo
la principal limitación al movimiento y al transporte de solutos.
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El transporte a través de la EJ-lE implica necesariamente tres
pasos: transporte a través de la membrana luminal, la difusión
a través de la membrana luminal, la difusión a través de los 0.3-
0.5 pm que constituyen el citoplasma endotelial, y el paso a
través de la membrana antiluminal de la EJ-lE.
La penetración de sustancias lipofílicas a través de la EME
depende de cuatro factores principalmente (Lefauconnier et al.,
1984; Olendorf, 1948>: la lipofilia de la forma no disociada, la
disociación iónica al ph del plasme (sólo las formas no
disociadas son capaces de atravesar la membrana) , la unión a
proteínas del plasme y el peso molecular.
Se han identificado sistemas de transporte específicos para
distintos tipos de nutrientes, (Pardridge, 1983) : hexosas, ácidos
nionocarboxílicos, aminoácidos neutros, aminoácidos básicos,
colina, bases púricas y aminoácidos ácidos. Se han demostrado
también sistemas transportadores para hormona tiroidea
(Pardridge, 1977) , vitaminas hidrosolubles como la tiamina
(Greenwood et al., 1982), péptidos circulantes de diversa
naturaleza (Fardridge, 1985> , etc. Estos sistemas de transporte
específicos, mediado por receptores presentes en la membrana
luminal y antiluminal, constituyen importantes vías en el tráfico
de moléculas hidrosolubles entre la sangre y el cerebro. Diversos
autores han observado que con la edad se produce una reducción
en los procesos de transporte a través de la EJ-TE (Daniel et al.>
1978; Samuels et al., 1983; Mooradian et al., 1991).
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Así mismo> la EJ-lE es capaz de controlar el pH del
microambiente cerebral (Lamberson, 1980)
Los capilares cerebrales son relativamente impermeables al
paso de solutos, si se comparan con los de cualquier otro
endotelio capilar. Esta impermeabilidad está, sin embargo, al
servicio del correcto funcionamiento del S.N.C., permaneciendo
este relativamente aislado de los eventos metabólicos generales.
2.a.- Transporte de H20
:
Los vasos cerebrales no dejan pasar H20 libremente a través
de su pared (Raichle & Grubb, 1978) De hecho, presentan una
permeabilidad al agua semejante a aquella que poseen las
membranas conocidas como “reguladoras de la permeabilidad al
agua”. Cuando se produce este transporte, se debe a factores
hemodinámicos y bioquímicos.
La liberación central de vasopresina incrementa la
permeabilidad al agua en los capilares cerebrales (Raichle &
Grubb, 1978) . Así mismo, la estimulación de la cadena simpática
bilateral (Grubb eL dl., 1977) o del Locus coeruleus (Raichle et
al., 1975), también se traduce en un incremento de la
permeabilidad al agua, lo cual refleja la importancia de la
inrevación noradrenérgica en los procesos de regulación de la
permeabilidad.
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Según Armstrong (1987) tras la apertura osmótica de la BIfE,
se forman hendiduras de aproximadamente 40 nm en el endotelio,
a través de las cuales se puede producir el paso de compuestos
hidrosolubles de diverso peso molecular.
Por el contrario> los corticosteroides (Olson et al. , 1988)
y el péptido natriurético atrial (Doczi et al., 1987), reducen
el volumen del flujo de agua a través de la BIfE, mediante su
actuación sobre receptores específicos (Ibaragi et al. , 1988)
2.b.— Transporte de electrolitos
:
La ATAasa Nat/K~, enzima de membrana presente en las células
endoteliales de los vasos cerebrales, juega un papel importante
en el mantenimiento de la homeostasis cerebral de ~ y
electro lítos.
El transporte de Nat tiene probablemente lugar a través de
dos sistemas específicos transportadores de Na’, situados en la
membrana luminal de la célula endotelial (Joó, 1989> , mientras
que el transporte dependiente de energía se localiza sólo en la
membrana abluminal (Betz, 1983a, 1983b, 1984).
El K* es activamente transportado desde el cerebro a la
sangre, a través de la ATPasa Nat/Kt de los capilares cerebrales.
Según Goldstein <1979), las células del endotelio cerebral
presentan una elevada actividad en el bombeo Na~/I0.
.24. —
La entrada de G+~ en el S.N.C. no está regulada a través de
un mecanismo saturable, sensible a cambios agudos en plasma (Tai,
1986). Nag <1938) ha sugerido que este catión es transportado a
través de las células endoteliales mediante vesículas de
pinocitosis, y que la Ca2~-ATPasa juega un papel muy importante
en el transporte transcelular de Ca2t
2.c.- Transporte de aminoácidos
:
Según Cangiano et al., (1989) el transporte de aminoácidos
(áá) no se lleva a cabo gracias al exclusivo trabajo de los
transportadores de membrana, presentes en las células
endoteliales, sino que, dada la estrecha asociación anatómica
entre vasos y astrocítos, ambos componentes celulares cooperan
en el proceso de transporte.
El transporte de áá neutros es mediado a través de un
pequeño número de sistemas de transporte, denominados sistemas
L, A, ASC y GLY (Christensen, 1973). El sistema L prefiere
Leucina y grandes aa neutros, es independiente de Na y es activo
en la porción luminal de la célula endotelial (Pardridqe, 1975;
foth, 1977> . mi AsLema A Llene preferencia pur Ala¡u±t¡&, ¡ opera
a través de un sistema dependiente de Na~, activo en la región
abluminal de la membrana (Betz, 1978, 1984), polarizado por
acción de la glía (BeoR et al., 1984). Dl sistema ASC es
específico para Alanina, Serma y Cisteina, mientras que el GLY
lo es para Glicina.
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En el cerebro el sistema de transporte L es muy activo,
mientras que el A es escaso o inexistente (Toth, 1977) . El
sistema A, puede sin embargo, estar funcionando en la membrana
abluminal de la célula endotelial (Betz, 1978) , almacenando de
esta forma en la propia célula endotelial aa no esenciales como
Alanina o Glicina.
Parece sin embargo existir una cooperatividad entre los
sistemas de transporte L y A (Cangiano & Cardelíl—Cangiano,
1989) , en las regiones luminal y abluminal respectivamente.
En cuanto al transporte de áá ácidos, como es el caso de dos
neurotransmisores excitadores, ácidos aspártico y glutámico, no
resulta clara la presencia de un sistema transportador de baja
afinidad en la cara luminal de la membrana (Olendort, 1976) , ya
que el cerebro sintetiza dichos aminoácidos. Sin embargo, parece
importante la presencia de un sistema de transporte de alta
afinidad en la cara abluminal (Hutchinson et al., 1985),
dependiente de la concentración y sensible a ouabaína; lo cual
indica, que la energía del transporte activo necesaria para la
eliminación de glutamato o aspartato, agentes tóxicos causantes
de edema cerebral, deriva del acoplamiento del gradiente de Mat
a través de la membrana eiiduWlxui.
2.d.— Transnorte de macromoléculas
:
Se sabe que la entrada de diversas macromoléculas en el
cerebro, transferrina (Fishman et al., 1987) y albúmina (Milici,
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1987) , se produce a través de mecanismos de transcitosis en el
endotelio cerebral. Se ha demostrado que péptidos opiáceos
análogos a encefalinas pueden atravesar la barrera
hematoencefálica para actuar sobre las actividades cerebrales
(Kastin et al., 1991)
La histamina incrementa el transporte transendotelial de
albúmina (Dux & Joó, 1982; Boertje et al., 1992) y, al mismo
tiempo, el proceso de pinocitosis. La alteración de la
permeabilidad de la SHE a albúmina juega un importante papel en
la patogénesis del edema cerebral. Parece probable que en
circunstancias patológicas, cuando la histamina es liberada desde
la sangre circulante (Beaven, 1976) , desde terminaciones
nerviosas intracerebrales (Takagi, 1986) , o desde células cebadas
(Dropp, 1972) que se hallan rodeando los capilares, puede
incrementarse no sólo el flujo sanguíneo local cerebral, sino
también la permeabilidad endotelíal (Eoertje et al., 1992).
La presencia cte receptores histamínicos H2, ligados a
Adenilato Ciclasa en el endotelio cerebral, ha sido demostrada
por Karnushina et al. (198Gb) y Joó (1986).
i-Ia sido demusLíóda la presencia de las enzimas relacionadas
con los nucleótidos cíclicos, AMP y CMP en las células
endoteliales cerebrales (Karnushina et al., 1980a; Kobayashi et
al., 1981; Schutz et al., 1982). Se ha observado una correlación
entre la activación de la adenilato ciclasa en las células
endoteliales cerebrales y la inducción del transporte de albúmina
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(Adam et al., 1987) , observándose un incremento en el número de
vesículas de pinocitosis y vesículas forradas (Coated vesicles)
características del transporte proteico (Joó, 1971; Joó et al.,
1983)
Como muestran los estudios a microscopia electrónica (Joó,
1972; Joó et al., 1983; Noble & Wrathall, 1987), el principal
mecanismo en la alteración de la EJ-lE parece ser más la activación
del transporte vía pinocitosis en el endotelio cerebral, que el
paso interendotelial a través de las uniones estrechas.
1-U sido detectada la fosforilación de proteinas en los
capilares cerebrales (Pardridge et al. , 1985a; Neber et al.
1987) , demostrándose fosforilación dependiente de Ca2—
calmodulína, Ca2*~ fosfolípidos, AMPc y GMPc (Olah, 1988) . De
forma general puede decirse que aquellas proteínas que son
fosforiladas en procesos en los que están implicadas proteínas
quinasas dependientes de nucleótídos cíclicos, alcanzan su máximo
grado de fosforilación muy rápidamente, y se mantienen en tal
estado durante más tiempo, que aquellas fosforiladas por enzimas
dependientes de Ga2~ (Joó, 1989) . Puede considerarse como
hipótesis el hecho de que cuando las células endoteliales son
estimuladas por sustancias ka a~tva~, liberadas desde plaquetas
circulantes o directamente desde el citoplasma endotelial, se
produce un incremento en la generación de nucleótidos cíclicos,
activándose proteínas quinasas dependientes> y cono consecuencia
de su actividad, activándose el transporte transendotelial (Joó,
1989)
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El incremento del Ca2~ citosólico libre observado en las
células endoteliales en respuesta a histamina (D’Amore & Shepro,
1977) y bajo condiciones de edema cerebral experimental,
producido por ácido kaínico (Sztriha & Joó, 1986) , puede activar
proteínas quinasas dependientes de Ca2~—calmodulina, que se ha
comprobado es la principal enzima fosforilante de los capilares
cerebrales (Olah et al., 1988).
2.e.— Transnorte de monosacáridos
:
Los monosacáridos atraviesan la BIfE a través de un mecanismo
de difusión independiente de Nat e insulina. L-glucosa y L—
fructosa sólo atraviesan la BIfE en tasas muy limitadas
(Cunningham, 1986)
La insulina es transportada a través de la BIfE mediante un
receptor ATPasa—dependiente. Los receptores de insulina de las
células endoteliales contienen sólo ácido siálico, siendo por
tanto, distintos de los de las neuronas.
2.f.- Transporte de neurotoéotidos
Los neuropéptidos pueden atravesar la BIfE mediante
receptores estereoespecificos. La vía de transporte es
independiente de ATPasa, es saturable y puede estar mediado por
áá (Bradbury, 1986; Banks & Kastin, 1987).
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Los neuropéptidos pueden ejercer su efecto directamente o
disparando una señal a través de un segundo mensajero, modulando
de este modo la permeabilidad de la BHE (Young et al., 1986).
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3.- CONTROL NEURAL DEL FLUJO MIOROVAScULAR EN EL S.N.C.,
:
La conexión entre la actividad neuronal y el flujo
sanguíneo capilar del S.N.C. es considerado actualmente un hecho
real (Lou & Edvinsson, 1989> , observándose que dicho flujo puede
ser ajustado muy rápidamente a nivel microvascular de acuerdo con
las demandas metabólicas específicas, que implican las
actividades psíquicas y motoras. Mediante tomografía de emisión
de positrones, se ha observado que el aumento del movimiento del
brazo y mano se ven acompañados por un aumento en el flujo
sanguíneo en la región ipsilateral del cerebelo y en la corteza
motora contra latera} . También se producen cambios regionales
específicos en el flujo sanguíneo, en respuesta a la estimulación
visual y el esfuerzo mental. La interpretación más simple de
estos hechos está en relación con el incremento de las demandas
energéticas que se producen durante el aumento de la actividad
nerviosa (Cunningham et al., 1988; Sokoloff, 1988)
La naturaleza de los mecanismos de acoplamiento han estado
y están, sujetos a discusión. Originalmente, Roy & Sherrington
(1890) sugirieron que los productos metabólicos que se acumulan,
cumu cuií~ecuencia de la actividad metabólila neaaonal y, que
desde las células nerviosas llegan al fluido cerebral
extracelular ~ 0~, H~, adenosina, intermediarios glucolíticos,
etc...) actúan como reguladores del tono vascular, como
sustancias vasoactivas que son capaces de disminuir la
resistencia vascular, y como consecuencia de ello, producir un
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incremento del flujo sanguíneo. Sin embargo, diversos
investigadores, han observado que el flujo se incrementa en una
proporción que es mayor que el incremento del metabolismo (Siver,
1978; Fox & Raichcle, 1986) y que, por lo tanto, un simple
mecanismo homeostático no resulta suficiente para explicar muchas
de las características del mecanismo de acoplamiento. Las
observaciones de Paulson & Newman (1987) han sugerido que el Kt,
presente en los puntos de despolarización de los axones
intracerebrales, puede actuar sobre los capilares a través de los
astrocitos, modificando el flujo capilar.
Aunque generalmente no se considera que los capilares
cerebrales estén inervados, existen sin embargo, evidencias
sustanciales de que los circuitos neuronales en el S.N.C. pueden
influir directamente sobre diversos aspectos de la función
cerebral capilar (Renneis & Nelson, 1975; Forbes et al., 1977;
McDonald & Rasmussen, 1977; Itakura et al.> 1977; Owman &
£dvinsson, 1977; Swanson et al., 1977; Reinhard et al., 1979>.
Si las neuronas del S.N.C. inervan elementos no nerviosos> como
es el caso de los capilares cerebrales, podría pensarse en la
existencia de un sistema autónomo en el cerebro> capaz de
regular la circulación. En este sentido, las neuronas pueden
activar los vasos sanguíneos y, de este modo, podría
establecerse un mecanismo de acoplamiento entre el metabolismo
cerebral y el flujo capilar (Raichle et al., 1975; Lou &
Edvinsson, 1989)
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La posible acción neurovascular, ha sido puesta en duda por
objeciones tales como la ausencia de contactos sinápticos
específicos entre axones y vasos.
Estudios a microscopia electrónica evidencian la inervación
de los capilares cerebrales (Rennels & Nelson, 1975; Forbes et
al., 1977; McDonald & Rasmussen, 1977; Itakura et al., 1977;
Swanson et al., 1977; Reinhard et al., 1979), observándose
terminaciones axónicas en estrecho contacto con la lámina basal
que rodea a los pericitos o a las propias células endoteliales.
Tales observaciones tienen una particular relevancia, si se
tiene en cuenta la localización inmunohistoquímica de proteinas
contráctiles, tipo actina (Owman et al., 1977; Skalli et al.,
1989) , tropomiosína (Joyce et al. , 1985a) e isomiosina (Joyce et
al., 1985b) en las células endoteliales.
La existencia de un control de la permeabilidad capilar, y
del flujo sanguíneo local, a través de terminaciones axónícas,
es un hecho aceptado actualmente por diversos autores (Hardebo
& Ownan, 1980; Goldstein & Betz, 1983; Palmer, 1986a; Pardridqe,
1988; Palmer et al., 1989).
La inervación de arterias y arteriolas permite modular la
resistencia y el flujo sanguíneo cerebral, mientras que la
inervación de los capilares permite regular el restablecimiento
y el ajuste de las diversas funciones de la EHE.
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A pesar de que se acepta que los capilares están inervados
por terminaciones axónicas de origen intracerebral, y que la
función de los capilares cerebrales está probablemente regulada
por las informaciones de origen neuronal, los posibles mecanismos
por los que se regula la función capilar no se conocen
completamente. Uno de tales mecanismos, parece ser la vía de
fosforilación de proteínas del capilar cerebral, actividad que
se realiza casi exclusivamente en la membrana plasmática
endotelial (Pardridge et al., 1985b), siendo mínima la actividad
en el citoplasma endotelial, y existiendo un triplete de
proteínas (50—55K> relativamente específicas de los capilares
cerebrales.
*~- Acción de los diversos neuromediadores
:
3.1. - Catecolaminas
La localización inmunohistoquimica de DA—B—hidroxilasa ha
demostrado la existencia de terminaciones axónicas
noradrenérgicas estrechamente asociadas a los vasos cerebrales.
Ello ha permitido sugerir la existencia de una función de
carácter autónomo d& las x¡~úronas origen de dichos axones. Esta
estrecha asociación entre axones noradrenérgicos y los capilares
ha sido confirmada a microscopia electrónica (Hartman, 1989)
La presencia de terminaciones nerviosas adrenérgicas, que
tienen su origen en el Locus coeruleus (Hartman, 1973; Swanson
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et al., 1922; Rennels & Nelson, 1925) sobre vasos, fue confirmada
por hartman (1923) . Posteriormente diversos autores (Raichle et
al., 1978; l-iartman et al., 1980; Preskorn et al., 1982>, han
indicado el control adrenérgico sobre la permeabilidad capilar
a pequeñas moléculas y al agua a través de mecanismos que generan
AMPc como segundo mensagero intracelular (Joó et al., 1975).
Friedman & Davis (1980) , Harik et al. (1980, 1981) , Peroutka
et al. (1980), Herbs et al. (1979), Kobayashi et al. (1981a,
1981b), Nathanson (1979, 1930), Culvenor & Jarrot (1981), Palmer
(1928, 1979>> Baca & Palmer (1973), Huang & Drummond (1979) y
Herbst et al. (1929> han demostrado la presencia de receptores
adrenérgícos (a y 13) en los capilares.
Existen diversas evidencias fisiológicas y farmacológicas,
en favor de la modificación de la función vascular por acción
catecolaminérgica (Hartman, 1989)
1.- La administración de carbamil-colina, estimulante
de la actividad del Locus coeruleus, conduce a una rápida
alteración de la 31-lE, a nivel de flujo sanguíneo cerebral y
permeabilidad capilar al agua.
2 . — La admniiiisbracíón intraventriculat dé antagonistas
~—adrenérgícos (pentolamina> revierte los efectos anteriores.
3.- La estimulación eléctrica del Locus coeruleus
produce efectos similares a la administración de carbamil—colina.
4.- Los antidepresivos tricíclicos, a través de una
inhibición de la recaptación sináptica de catecolaminas, producen
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efectos similares a la administración de carbamil—colina.
5.— Los antagonistas adrenérgicos, así como la 6—OH—
dopamina, bloquean la acción de los antidepresivos tricíclicos.
Diversas investigaciones han indicado que la permeabilidad
de los capilares intracerebrales a pequeñas moléculas y al H20,
está bajo control catecolaminérgico (Hartman et al., 1980;
Prescorn et al., 1980). Tal control está acoplado a mecanismos
en los que interviene el AMPc, a través de la activación de la
Adenilato ciclasa.
La estimulación de los receptores 13—acirenérgicos, y del
sistema de ANPc acopiado, ejerce un papel modulador sobre los
procesos metabólicos de las células del endotelio cerebral> a
través de la interacción con sistemas de proteínas quinasas (Joó
et al., 1988), pudiendo con ello facilitar la contracción de
moléculas tipo actina presentes en la célula endotelial (Owman
et al. , 1977) . Esta contracción podría conducir a la separación
de las células endoteliales, a nivel de las uniones estrechas.
La acción de las catecolaminas sobre el flujo sanguíneo
cerebral varía dependiendo de que tal suceso sea ejercido a
través de receptores a o 3. A traves de los receptores dc tipo
e se produce una vasoconstricción, mientras que a través de los
receptores j3—adrenérgicos la acción media una vasodilatación
(Edvinsson, 1982)
Por ello, se ha sugerido que la acción noradrenérgica sobre
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el flujo capilar en los diversos centros nerviosos debe estar en
relación con el predominio de una u otra clase de
adrenorreceptores presentes en los vasos sanguíneos en tales
centros.
3.2.- Dopamina
:
Aún no se sabe con certeza, si terminaciones nerviosas
dopaminérgicas están relacionadas con capilares en todo el S.N.C.
Sí, se ha demostrado la existencia de dichas terminacionas sobre
la pared de los capilares en neoestríado (Eraun et al., 1980;
Sharkey & Mcculloch, 1985a, 19S5b) incrementando el flujo
sanguíneo en dicha región.
Los estudios farmacológicos (Baca & Palmer, 1978; Palmer,
1981a, 1981b; Karnushina, 1982) han demostrado que la dopamina
estimula la actividad de la Adenilato ciclasa en la pared de los
capilares cultivados de distintos centros nerviosos, pero no los
de cerebelo.
La utilización de técnicas de radioligandos reveló la
existencia cte recepLor~s UU~SdIU±ñULyXúQ~ u~, acoplados
negativamente a Adenilato ciclasa, no pudiendo ser demostrados
los receptores D~, acoplados positivamente a esta enzima en la
pared capilar (Baca & Palmer, 1978; Palmer et al., 1978, 1979,
1989; Nathanson & Glaser, 1979; Peroutka et al., 1980).
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El hecho de que en ratas hipertensas se haya observado una
reducida sensibilidad a dopamina, tanto en el tejido cerebral
como en los capilares (Palmer, 1979) , debido a la
desensibilización de los receptores en base a los niveles
anormalmente altos de dopamina (Versteeg et al., 1976), junto con
el hecho de que cuando se inyectan anfetaminas, agentes
liberadores de dopamina, se produce un incremento en la
permeabilidad de la EHE, efecto inhibido por los neurolépticos
(Braun et al., 1980), sugiere que la dopamina puede jugar un
papel muy importante en el control de la permeabilidad de
substancias desde la sangre al cerebro.
3.3.- Serotonina
:
Al igual que las catecolaminas, la serotonina puede tener
efectos vasoconstrictores o vasodilatadores sobre los vasos
cerebrales, (Harper & Mackenzie, 1977; Reinhard et al., 1979; Gaw
et al. , 1990; Dabire & Richer, 1991)
Normalmente la 5—HT produce la contracción de los vasos, a
través de receptores SHT1 y 5HT2 (Gaw et al., 1990); sin embargo,
a altas dosis, o en pÉesen~a u~ trauma o isquemia, la 5—HT puede
dilatar los vasos cerebrales indirectamente, a través de la
liberación de HE (Edvinsson & Mackenzie, 1977; Marín et al.,
1979) , o a través de la liberación de EDRE (factor relajante
derivado del endotelio> (Cocks & Angus, 1983; Gaw et al., 1990).
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Los capilares cerebrales, así como los vasos piales y los
de los plexos coroideos> reciben inervación serotoninérgica vía
núcleo del Rafe (Reinhard et al., 1979; Edvinsson et al., 1980).
Aunque Reinhard (1979) describió receptores para serotonína
en los capilares cerebrales, otros autores mantienen la
controversia no habiendo observado actividad Adenilato ciclasa
sensible a 5—HT en capilares aislados y cultivos de endotelio
(Baca & Palmer, 1978; Karnushina et al., 1982; Huang & Rorstad,
1983)
La serotonina es uno de los compuestos neuroquimicos
implicados en diversas situaciones de stress y enfermedades
neurológicas (Aghajanian, 1978; Essman, 1978; Pappius et al.,
1988; Wahl et al., 1988; Kitayama et al., 1989; Schweiger et al.,
1989) . La infusión de serotonina incremente la permeabilidad de
la BIfE (Sharma et al., 1990).
3.4.— Histamina
:
En diferentes regiones cerebrales, excepto en cerebelo, se
han observado receptores histaminicos Q y H2. En capilares
cerebrales de cubaya y rata se ha observado activación de la
Adenilato ciclasa a través de receptores H2 (Huang & Drummond,
1929; Karnushina etal. , 1980; Eoertje et al., 1992).
La histamina incremente la permeabilidad de la EME (Gross
et al., 1981, Eoertje et al., 1992) sin modificar la estructura
de las uniones endoteliales. Según los estudios bioquímicos y de
microscopia electrónica (icé, 1989> , la histamina resulta ser un
potente activador cJe la pinocitosis y del transporte de albúmina
a través de receptores H2 acoplados a Adenilato ciclasa (Joó et
al., 1975; Huang & Drummond, 1979; Peroutka et al., 1980;
Karnushína, 1980; Dux & icó> 1982) . La histamina incrementa
significativamente el número de vesículas de pinocitosis libres
en el citoplasma, las vesículas forradas (Coated vesicles) y el
de vesículas de pinocitosis unidas a la lámina basal (Dux & Joó,
1982) . Los nucleótídos cíclicos producidos parecen intervenir en
la fosforilación de proteínas específicas del endotelio, algunas
de las cuales pueden estar relacionadas con el esqueleto
contráctil endotelial (icé, 1989)
Los agentes bloqueadores de los receptores l~12 son capaces de
impedir la formación de edema cerebral en modelos experimentales
(icó et al., 1976; S¿triha et al.> 1987; Dux et al., 1987).
Se ha observado que en capilares cerebrales, las actividades
de la histamina decarboxilasa y la histamina—N—metiltransferasa,
enzimas implicadas en la síntesis y metabolismo de histamina,
son muy bajas. La histamina no parece ser sintetizada en los
propios capilares cerebrales, sino que esta es liberada dasde
neuronas histaminérgicas (icó et al., 1981), mastocitos (Dropp,
1972) o sangre circulante (Beaven, 1976) y captado
secundariamente por los capilares cerebrales.
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La histamina estimula la síntesis de una gran variedad de
prostanoides en los capilares cerebrales normales. Las
prostaglandinas de la serie E y las prostaciclinas, activan la
adenilato ciclasa en los capilares del cerebro (fluang & Drummond,
1979; Karnushina et al., 1982; huang & Rorstad, 1983; Spatz,
1986)
En los vasos cerebrales han sido observados receptores para
prostaciclinas (1-{uang & Drummond, 1979>
3.5.- GABA
:
1-lan sido detectados receptores para CABA en el endotelio
cerebral de bovinos (Krause et al.> 1980) y cerdo (Rausch et al.,
1983,
Los resultados observados en relación con el efecto del CABA
sobre los capilares, es contradictorio. Edvinsson et al. (1980,
1985a>, Alborch aL al. (1984> y Palmer (1986), han demostrado un
incremento en el flujo sanguíneo tras su administración. Sin
embargo, Kelly & f4cCulloch (1983) observaron una disminución
proporcional dei flujo sanguíneo y de Id uuiiL¿dciui. de glucosa.
Se considera que estos resultados discrepantes pueden ser
debidos a diferencias en el contenido de receptores en las
diversas regiones del S.N.C. (Lou & Edvinsson, 1989)
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3.6.- Hormona paratiroidea <Pm)
:
Huang & Rorstad (1983) revelaron la existencia cte receptores
para PTH en el endotelio cerebral. La PTH activa la Adenilato
ciclasa en capilares aislados de rata, cobaya, bovinos y porcino
(fluang et al., 1983; Huang & Rorstad, 1984).
La PTH induce la relajación de los vasos cerebrales mediante
un proceso que parece estar mediado por AMPc (Suzuki et al.,
1983>
3.7.- Péptidos neuroactivos
Según Edvínsson et al. (198½) y Eckenstein & Baughman
(1934) , existe una red perivascular de fibras nerviosas
colinérgicas, que también contienen VIP, originadas
principalmente en las capas II y III de la corteza cerebral.
Existen evidencias acerca de que tales fibras inervan los
capilares cerebrales.
Según Yaksh st al. (1987) el WFP participa directamente en
el acoplamiento entre el flujo sanguíneo local y la actividad
neuronal. En respuesta a VIP se produce un incremento en el flujo
cerebral a través de una vasodilatación (Hanko et al., 1982;
McCulloch st al.> 1989).
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I-{uang & Roratad (1983) han descrito receptores de VIP en los
capilares cerebrales. El VIP es capaz de estimular la producción
de AMPc y OMPc en los capilares (Palmer et al. , 1989) , induciendo
una potente vasodilatación (Suzuki et al. , 1983)
Se han identificado en arterias y arteriolas del cerebro de
gato, fibras varicosas que contienen CORP (péptido relacionado
con el gen de la calcitonina> . Estas fibras proceden de neuronas
cuyos somas se sitúan en el ganglio del trigémino, y en ellas
existe colocalización con sustancia F y Neurokinina—A.
La administración exógena de CORP actúa como el más potente
agente relajante de las arterias cerebrales (McCulloch et al.,
1986; Edvinseon et al., 1987, 1988).
La acción del CORP se produce a través de una marcada
estimulación del AP4Pc, mientras que la sustancia P no produce la
formación de AMPc, y su capacidad para dilatar los vasos
cerebrales requiere aparentemente del denominado factor relajante
endotelial (Edvinsscn et al. , 1985b)
La angiotensina actúa sobre los capilares incrementando la
actividad pinocítica en el endotelio cerebral (Nag et al., 1979)
y la permeabilidad al agua (Grubb & Raichle, 1981) . Esta péptido
se liga con alta afinidad a los capilares del cerebro de perro
(Speth & Harik, 1935) , actuando como vasoconstrictor (Wei et al.
1978) . No tiene acción (Huang & Rorstad, 1983) o inhibe
(Karriushina et al. 1982) la formación de AMPc.
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El neuropéptído Y tiene una acción constrictora de los vasos
cerebrales, inhibiendo la actividad de la Adenilato ciclasa
(Fredholm et al., 1985>.
La arginína vasopresina (AVP) es un péptido neurotransmisor
que puede alterar la permeabilidad de los capilares cerebrales
a nutrientes (Erust, 1986; Ermisch et al., 1982; Reith et al.,
1987> y agua (Doczi et al., 1982; Raichle & Grubb, 1978; Grubb
& Raíchle, 1981)
Se ha demostrado, mediante métodos inmunohistoguimicos la
inervación de capilares cerebrales por fibras inmunoreactivas a
MP (Jojart et al.> 1984). Los estudios de Ferlmutter et al.
(1988) han evidenciado la presencia en los vasos cerebrales de
una única población de receptores de AVP, denominados receptores
no ligados a AMPc (Marnushina et al., 1982), sino a la
producción de fosfoinosítidos, habiéndose demostrados la
presencia en vasos cerebrales de Diacilglicerol—lipasa y
actividades quinasas dependientes (Hee-Gheonq et al., 1985).
Según Fearlmutter et al. (1958) no parece probable que los
receptores para ávp estén restringidos a capilares de una región
cereural determinada, ya que los afectos de la MF sobre la
permeabilidad y el flujo cerebral son difusos (Brust, 1986;
Hansen et al., 1987; Reith et al., 1987).
La somatostatina (SRTF) es un péptido neurotransmisor que
puede interaccionar con los capilares cerebrales tras su
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neurosecreción. SRIF conduce a la vasoconstricción de los vasos
cerebrales (Hanko et al., 1982; Long et al., 1992). Se ha
observado que la somatostatina se une de forma rápida e
inespecífica al exterior de los capilares cerebrales (Pardridge
& Yamada, 1985a) , sirviendo como mecanismo de rápida eliminación
de este neuropéptido del espacio intersticial cerebral tras su
neuroliberación. Esta unión puede además hacer accesible el
compuesto a peptidasas endoteliales (aminopeptidasa y
endopeptidasa) que aseguren su degradación (Pardridge & Yamada,
198 Sa)
Se ha observado, así mismo, interacción de SRM’ con el
citoesqueleto de los capilares, lo cual ha conducido a pensar su
relacion con cambios en la permeabilidad de la BIfE (Pardridge &
Yamada, 1985a; Long et al., 1992).
3.8.— Acetilcolina
:
La presencia de receptores colinérgicos de tipo muscarínico
en los vasos sanguíneos cerebrales, fue descrita por Gramnas
(1983) . La acetilcolina incremente el flujo sanguíneo cerebral,
clCUIUpdfldlLUU d ulid eievaQiolL del tic tat>cjl 15=0 neuronal (Peer-ce,
1981)
Estos hechos, junto con las observaciones de ladecola et al.
(1985) , han conducido a considerar que existe un sistema neuronal
colinérgico intrínseco, que es capaz de influir en el flujo
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vascular. Como este sistema es multisináptico, puede presentar
diversas funciones: puede, por una parte, controlar y regular el
flujo sanguíneo en el tronco cerebral en los diferentes estados
de vigilia y sueño y afectando a todo el cerebro, y en segundo
término, ejercer un mecanismo de control que asegure el
acoplamiento entre la función y el flujo sanguíneo a nivel local.
La acetilcolin transferasa (ChAT; EC 2.3.1.6) catalíza la
síntesis de acetílcolina en neuronas colinérgicas, identificadas
como tales por la presencia de la enzima (Tucek, 1967; Fonun,
1970) . Sin embargo, la enzima ha sido detectada también en
tejidos no nerviosos, en los que su papel funcional es incierto
(Sastry & Sadavongvivad, 1979) . Entre estos últimos, se ha
observado GhAT en vasos cerebrales de conejo, rata y buey
(Goldstein et al., 1975; Duckles, 1982; Estrada et al., 1983;
Farnavelas et al., 1985; Santos—Benito & González, 1985>, en los
que podría estar relacionada con el transporte de aminoácidos a
través del endotelio (Farnavelas et al., 1985; Defeudis, 1986>,
por ejemplo como respuesta vasodílatadora a estímulos nocivos
(González & Santos—Benito, 1987>
3.9.- Purinas
;
El papel de la adenosina y del ATP, como neurotransmisores
o neuromoduladores en al S.N.C. ha sido extensamente estudiado
(Eurstock, 1977; Phillis & Wu, 1981). Los axones puriérgicos
contienen vesículas grandes y opacas, semejantes a las que
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contienen péptidos. El ATE contenido en las vesículas sinápticas,
actúa sobre receptores específicos en la membrana postsináptica.
El ATE se rompe fácilmente, originándose adenosina, que
puede ser recaptada por la propia terminación nerviosa, o
destruida por acción de una adenosina desaminasa, tras actuar
sobre receptores específicos.
Han sido descritos receptores purinérgicos P~ y E2, de forma
que la adenosina actúa a través de su unión a receptores E1, y el
ATE a través de los E2. La adenosina media procesos de fuerte
vasodilatación en cerebro (Win et al., 1981). Huang & Drumond
(1979> , Herbst et al. (1979) y Edvinsson & Fredholm (1983)
describieron en los capilares cerebrales la existencia de
receptores para adenosina, uniéndose específicamente a receptores
de tipo A2 presentes en los capilares (Huang & Drumon, 1979;
Schutz et al.> 1982; Ralaria & Harik, 1988), produciéndose una
activación la Adenilato ciclasa (Huang & Drumond, 1979; Palmer
& Ghai, 1982; Schutz et al., 1982), con una potencia comparable
a su capacidad de producir relajación (Edvinsson & Fredholm,
1983)
ThIILO ítéuÉuuiú~ como astrocitos, son capaces de almacenar
adenosina (Bender & Hertz, 1986), siendo la acumulación más
intensa en las células gliales. En ambos tipos celulares, el
metabolismo posterior es diferente (Matz & Hertz, 1989): los
astrocitos convierten la adenosina principalmente en ATE, ADE y
AME, mientras que las neuronas forman compuestos desaminados
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(inosina, hipoxantina>
Por otra parte, tanto astrocitos como neuronas, son capaces
de liberar adenosina, lo cual ha sugerido la posibilidad de que
la adenosina liberada desde Los astrocitos, pueda ejercer un
efecto vasodilatador sobre los capilares cerebrales. Receptores
para adenosina, A1 y A2, han sido descritos en astrocitos
cultivados <Murphy & Peane, 1987) . La liberación de ATE o
adenosina puede ocurrir no sólamente desde axones, sino también
desde dendritas y pencarían neuronales, en territorios en los
que estas estructuras y la pared capilar cerebral entrán en
contacto muy estrecho.
Las terminaciones axónícas que contienen ATE o adenosina,
pueden liberar también otras substancias neurotransmisoras. La
posibilidad de que una misma terminación nerviosa pueda liberar
distintos neurotransmisores, es ampliamente aceptada hoy en día.
Todos los hallazgos expuestos parecen indicar que existe
certeza de que el flujo sanguíneo de los capilares cerebrales,
en duLerminados tenyitutúm del 3.N.C., leLa adaptar-se a las
necesidades metabólicas de los mismos, ya que dichas demandas
están condicionadas por la actividad específica del tejido
nervioso. Se piensa que dicha adaptación se realiza en gran
medida por la acción que diversas estructuras neuronales y
gliales, y mediante neurotransmisores, neurohormonas y
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neuromoduladores, iones y otros diversos metabolitos, sobre la
pared de los capilares del S.N.C.
Ciertos investigadores han sugerido que el flujo de los
capilares debe estar condiconado por la íntima relación
morfológica y funcional existente entre las estructuras nerviosas
y los diversos componentes que forman parte de la barrera
hematoencefálica.
De un modo evidente se ha observado que diversos
neurotransmisores, neurohormonas y neuromoduladores, ejercen
cierta influencia sobre el flujo vascular y la permeabilidad de
la barrera hematoencefálica. También se ha demostrado que
diversos receptores para esas sustancias están presentes en la
pared de los capilares del S.N.C. Sin embargo, junto a ello,
existen escasas observaciones que demuestran una relación
morfológica directa e íntima entre las estructuras nerviosas y
la pared de los vasos sanguíneos cerebrales.
Las investigaciones morfológicas realizadas hasta el
momento se han caracterizado por su falta de sistematicidad.
creemos por ello necesario nevar a cabo asía ±í±vu~Llgación más
exhaustiva> realizando estudios morfológicos comparativos de la
relación entre las estructuras nerviosas, provistas de
determinados neuromediadores, neurotranmsmisores y
neuromoduladores en los capilares de la corteza cerebelosa de
rata, en condiciones normales.
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4.- FILOGENIA DE LA EHE
:
Entre los invertebrados el rango de variación, en términos
de permeabilidad de la ínter-fase sangre—cerebro, es muy amplio.
Muchos grupos, entre los que se encuentran anélidos>
moluscos inferiores (bivalvos y gasterópodos) y artrópodos
primitivos (Límulos y garrapatas) , carecen de barrera (Abbott &
Treherme, 1972; Binnington & Lane, 1980; Harrison & Lane, 1981).
Sin embargo, ciertos grupos de artrópodos> como es el caso de los
insectos, presentan mecanismos de barrera que resultan tan
efectivos, que las actividades centrales resultan relativamente
insensibles a las variaciones prolongadas de las concentraciones
de Na~ y K* del medio, (Treherne & Pichon, 1972; Schofield et
al., 1984). En los insectos, la barrera está constituida por las
uniones estrechas entre las células gliales períneurales. También
se han observado barreras gliales en otros grupos de arácnidos
(Lane, 1981>
Los crustáceos decápodos presentan una barrera entre el
S.N.C. y la cavidad itemocélica, por consiguiente, alrededor de
los nervios periféricos (Abbott et al., 1975); sin embargo, la
interfase entre los vasos sanguíneos intracerebrales y el
cerebro, es aparentemente permeable a moléculas tan grandes como
la insulina y la ferritina (Abbott et al. , 1977)
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La presencia de un sistema de barrera, sólo en aquellos
grupos de invertebrados en los que el S.N.C. está implicado en
funciones complejas — presencia de modelos de discriminación
visual, control motor, comportamiento social, aprendizaje y
memoria — ha conducido a pensar que la barrera resulta
imprescindible cuando el nivel de actividad integrador-a en el
tejido nervioso, alcanza un grado suficientemente sofisticado
(Abbott et al. , 1986)
La BE-lE está presente en todos los vertebrados (Brightman et
al., 1970, Pardridge, 1991). En la mayoría de los mismos,
(Ciclóstomos, Teleósteos, Anfibios, Reptiles, Aves y Mamíferos),
la barrera está constituida principalmente por las uniones
estrechas entre las células del endotelio capilar (Brightman &
Ikeese, 1969; Crone et al., 1982; Cserr et al., 1984).
Los Elasmobranguios presentan un sistema de barrera
especial, localizada a nivel de las células de la glía
perivascular (Brightman et al., 1969, 1971; Bundgaard & Cserr,
1981, 1984)
La dicotomía entre la barrera glial, presente en algunos
invertebrados, y li wRiotellal, existente en los vertebrados, es
más aparente que real. En el S.N.C. de los mamíferos, las células
gliales actúan también en la formación de la barrera.
La presencia de barreras gliales, en grupos de animales tan
ampliamente diferentes (Mamíferos, Elasmobranquios, Artrópodos,
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Moluscos, etc...) , sugiere que se trata de una característica
glial primitiva. Según Abbott et al. (1986), la primitiva BHE era
una barrer-a de naturaleza glial.
En la mayor parte de los invertebrados, el endotelio no
desarrolla suficiente coherencia y organización para funcionar
como una barrer-a, en cuyo caso, cuando esta es necesaria, ha se
ser de naturaleza glial.
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5.- EMBRIOLOGíA DE LA EME
:
Existen dos posibles vías por las que las células
endoteliales se pueden diferenciar para constituir la barrera
hematoencefálica. En primer lugar-, precursores de células
endoteliales (angioblastos) predeterminados, derivados del
neuroectodermo, podrían diferenciarse para constituir el
endotelio de la BHE. Una segunda posibilidad se establece
pensando que células endoteliales de origen externo al S.N.C.,
podrían invadir el neuroectodermo y diferenciar-se en respuesta
al microambiente neural.
Existen evidencias que apoyan esta última hipótesis: las
células endoteliales de los capilares cerebrales no derivan del
neuroectodermo, sino que se originan a partir de vasos sanguíneos
extraneurales que invaden el tejido nervioso durante su
vascularización (Stewart st al., 1981; Risau et al., 1986a,
1986b) . Ello se demuestra en base a que la angiogénesis puede
ser inducida en transplantes ectópicos de tejido cerebral
embrionario (Feeney et al., 1946; Bár, 1980).
Durante el desarrollo embrionario temprano, los angioblastos
invaden la región de la cabeza y constituyen el denominado “plexo
vascular perineural”, que finalmente cubre el tubo neural. A
partir de este plexo vascular, se originan brotes vasculares que
invaden radialmente el neuroectodermo (Feeney et al. , 1946; Bár,
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1980; Risau, 1987, 1989>. En las aves este proceso tiene lugar
alrededor del undécimo día del desarrollo embrionario (Bár,
1980> , en conejo en el undécimo día (Donahue, 1964) y en rata en
el decimosexto (E16) (Robertson et al. , 1985) . Posteriormente,
en las capas subependimales se produce una ramificación (Risau
et al., 1991)
La formación de nuevos capilares a partir de vasos
sanguíneos preexistentes en el cerebro> proceso denominado
IlangiogénesislT, parece estar regulado por factores solubles
producidos por el cerebro embrionario, semejantes al factor ácido
de crecimiento de fibroblastos (AFGF o Hepar-in binding growth
factor) (Risau et al., 1988b; Folkman & Klagsbrun, 1987; Lyons
et al. , 1991) . El denominado VEE (Factor de permeabilidad
vascular) es una glicoproteina (4OkD) que incrementa la
permeabilidad vascular, el crecimiento de la célula endotelial
y potencia la angiogénesis (Keck et al. , 1989)
La angiogénesis es un proceso que no ocurre de forma normal
en individuos adultos, la renovación de las células endoteliales
de los individuos adultos es muy bajo, en humanos es del orden
de años. La angiogénesis normal es un proceso estrechamente
reguiado, ~±n uítu~úi9O, Cix oler-tas conaiciones -~at~±~±~as las
células endoteliales pueden proliferar rápidamente.
La diferenciación de la BIfE es un proceso independiente de
la proliferación endotelial: en rata, las células endoteliales
comienzan la formación de la barrera en el estadio embrionario
.54. —
B16 y, sin embargo, siguen proliferando y alcanzan el máximo de
actividad entre los días postnatales 5 y 9 (Robertson et al.,
1985)
La transición entre los capilares permeables y aquellos que
exhiben las características propias de la BHE, se produce a
través de diversos cambios en la morfología, bioquímica y función
de las células endoteliales, que conducen a la formación de
células diferentes de las de cualquier otro endotelio capilar del
cuerpo. En el hombre la BHE aparece ya en el tercer trimestre de
la vida fetal (f4ollgaard, 1975)
Según Stewart et al. (1987) la BIfE está escasamente
desarrollada en el nacimiento> en la mayoría de los animales; sin
embargo, la permeabilidad de la BHE en los individuos jóvenes no
puede considerarse como menos selectiva que en el adulto. A pesar
de que resulta ser más permeable a algunos solutos, resulta serlo
menos a otros (Lefauconnier et al., 1984), lo cual refleja
probablemente las diferencias en los requerimientos metabólicos
de los cerebros inmaduros y adultos.
El análisis de la permeabilidad de la BHE usando trazadores
inertes (HRP) , rev&la quu lu~ uapilares se hacen gradualmente
impermeables durante el desarrollo embrionario, no de manera
simultánea. El momento preciso depende de la localización
anatómica de estos: en la espina dorsal, se constituyen antes que
en el telencéfalo (Wakai et al., 1978>.
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Las células extraneurales invaden el cerebro, probablemente
estimuladas por factores angiogénicos de origen cerebral. La
migración, proliferación, formación de la lámina basal y
diferenciación de per-icitos, ocurre probablemente de forma
simultánea durante la angiogénesis. Cuando los astrocitos se
diferencian, emiten prolongaciones vasculares, y probablemente
inducen en las células endoteliales la diferenciación de la BHE
(Risau et al. , 1990)
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6.- CONSIDERACIONES HISTORICAS
:
Los primeros estudios que revelaron la presencia de una
barrera entre la sangre y el cerebro, se deben al bacteriólogo
Alemán Paul Lhrlich (1885) quien observó que la inyección
intravenosa de cierto colorante vital provocaba la tinción de
tejidos y órganos periféricos, pero no la de cerebro (Lee, 1971)
Ehrlich interpretó los resultados suponiendo que el cerebro
poseía menos afinidad por el colorante que el resto de los
tejidos. Las primeras observaciones de Ehrlich no fueron
interpretadas en el contexto de un modelo de barrera.
Briedí & Kraus (1898) observaron que el cerebro y la médula
espinal permanecían sin teñir por los ácidos biliares en los
pacientes con ictericia. Los ácidos biliares, que no son
neur-otóxicos cuando se inyectan intravenosamente, producían sin
embargo, ataques nerviosos y coma, cuando eran inyectados
directamente en cerebro. Dos años después, Lewandowsky, obtuvo
un resultado similar, utilizando ferrocianuro sódico.
Al explicar estos descubrimientos, Eriedí & Kraus y
Lewanciowsky, demostraron su notable intuición atr-ibuyendc sus
resultados a las propiedades especiales de los pequeños vasos
sanguíneos presentes en el cerebro.
Fue Edwin O. Soldmann, discípulo de Ehrlich, quien en 1909
y 1913 demostró el error en la interpretación de resultados de
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su maestro, en base a un clásico experimento. Goldman repitió los
experimentos de Ehrlich, y observó que el colorante azul trípano
no producía la tinción del S.N.C. tras su administración
sistémica. Sin embargo, Goldman incluyó entre sus experimentos
una experiencia control de gran trascendencia para el
conocimiento de la BHE, en la que inyectó el colorante vital
ácido, directamente en el sistema ventricular del cerebro de
conejos y perros, mostrando con ello, que el cerebro sí era capaz
de secuestrar el colorante vital, provocando la tinción del
cerebro y no de órganos periféricos.
Goldman formuló la hipótesis acerca de la existencia de una
barrera hematoencefálica (“Blunt—Gehrin—Schranke”) , en base a sus
experimentos.
A pesar de que las experiencias e interpretaciones de
Goidman fueron aceptadas con aparente rapidez, la localización
de la BHE fue caracterizada erróneamente. Se pensaba que el flujo
de nutrientes entre la sangre y el cerebro se producía a nivel
de los plexos coroideos.
Pronto, los investigadores observaron que los capilares
9—•~ —J .
U&LhULÚ±U~ poseían ¿ara~e±x~uicas UflTha~ ~ ±~ aitcrenciaban
de los vasos de otros órganos (Schaltenbrand & Bailey, 1928) La
presencia de la envoltorio glial, que rodea a las células del
endotelio cerebral, dio lugar a la controversia acerca de la
ubicación de la BIfE: si procedía esta de las características
únicas de las células endoteliales o de las células gliales.
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T. Broman (1941), en una revisión sobre la literatura
existente, llegó a las siguientes conclusiones: la BIfE, en primer
lugar, se localiza a nivel de los capilares cerebrales, de forma
claramente distinguible de la barrer-a sangre-líquido
cefalorraquideo. En segundo lugar, que la ENE está constituida
por el propio endotelio cerebral, y no por las células gliales.
La importancia de los capilares en la aportación de
nutrientes y en el intercambio iónico, fue considerada como parte
importante de dicha barrera. Fue A. Krogh, quien en 1945, definió
las características básicas de la barrera hematoencefálica,
características que aún son aceptadas en la actualidad.
Las bases ultraestructurales de la barrera fueron
establecidas por Reese & Karnovsky (1967) y Brightman & Reese
(1969) , quienes observaron que en los capilares cerebrales de
rata, la barrera de permeabilidad se localizaba a nivel de las
uniones estrechas entre las células endoteliales del cerebro.
A pesar de que la barrera sangre—CSF juega un importante
papel en el transporte de ciertos nutrientes (Spector et al.,
1982) , vitaminas (Spector et al. , 1977) y proteínas (Saunders,
1977; Pardridge, 1983>, resulta evidente, dada la importancia
cuantitativa de la barrer-a hematoencefálica, que los capilares
cerebrales que la constituyen, forman la principal barrrera de
difusión entre la sangre y el cerebro. Las uniones estrechas
entre las células endoteliales, la escasez de vesículas de
pinocitosis o fenestraciones en el endotelio cerebral y la
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polaridad de la célula endotelial, son las principales
características anatómicas y funcionales que subyacen al fenómeno
de la BIfE.
Las células griales interaccionan con el endotelio cerebral,
pero estas células no constituyen la principal base anatómica de
la BIfE (Brightman, 1977)
.60. —
7.- ORGANIZACION MORFOFUNCIONAL DEL CEREBELO
:
El cerebelo es uno de los centros nerviosos mejor conocidos,
tanto morfológica como funcionalmente. Desde las primeras
investigaciones de Ramón y Cajal (1888, 1898, 1909, 1911, 1912),
hasta los estudios ultraestructurales (Palay & Chan—Palay, 1975)
y electrofisiológicos (Eccíes et al., 1967) se ha podido
discernir que el cerebelo es un centro nervioso provisto de una
organización anatómica típica, cuyos componentes desarrollan
funciones muy especializadas. Implicado en la regulación de la
conducta motora> el cerebelo desempeña un papel fundamental en
el mantenimiento de la estática y la coordinación de movimientos
(Brooks & mach, 1981) . EsLá directamente relacionado con las
actividades de la médula, del tronco cerebral y del neocórtex,
a través de dos grandes circuitos: el cortico—cerebelo—cortical,
que controla las regiones motoras de loa corteza cerebral a
partir de informaciones nerviosas procedentes de la misma; y el.
médulo—bulbo—cerebelomedular, que ejerce su influencia sobre las
motoneuronas de la médula.
El cerebelo está uoíistituicio por una porción media, el
ver-mis, flanqueado por dos estructuras laterales simétricas, los
hemisferios cerebelosos. Su superficie es estriada por la
presencia de surcos transversales que la segmentan en lóbulos
(anterior, posterior y floculonodular) y lobulillos.
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El cerebelo puede dividirse histológicamente en tres partes
diferenciadas: corteza cerebelosa, sustancia blanca y núcleos
cerebelosos centrales (fastigial, globoso, emboliforme y
dentado) . La corteza cerebelosa forma una serie de
circunvoluciones profundas, sostenidas por una médula central
ramificada de sustancia blanca, en cuyo seno se hallan embutidos
los núcleos cerebelosos.
La corteza cerebelosa presenta una estructura trilaminar,
cuya organización es histológicamente uniforme en todas las
regiones del cerebelo. Está constituida por tres capas, que desde
la sustancia blanca hacia la superficie pial externa son: capa
granular, la de las células de Purkinje y la capa molecular.
La capa granular tiene un espesor que varía entre 100 —500
gm. El principal tipo celular de esta capa es la célula grano,
cuyos axones se dirigen hacia la capa molecular donde se
bifurcan, constituyendo las denominadas “Fibras Paralelas”. Las
células grano reciben sinápsis de las fibras musgosas aferentes,
y a su vez establecen sinápsis con las células de Eurkinje. En
la capa granular se localizan también las células Golgí, cuyas
dendritas alcanzan la capa molecular y reciben sinápsis de la
IUdyUi 1u~±té de 105 tipos neur-onalescer-ebelcsos. Los axones de
las células Golgí, se ramifican en La capa granular, y establecen
sinápsis con las dendritas de las células grano, configurando,
junto con las fibras musgosas aferentes, los glomérulos
cerebelosos.
.62. —
La capa de las células de Purkinje, es una monoacapa de 50—
70 um, constituida por los somas de estas neuronas,
prolongaciones de las células de Lugaro ocasionalmente y la glía
de Bergmann. Las dendritas de las células de Purkinje se
ramifican de forma arborescente en la capa molecular, donde
reciben sinápsis de las fibras paralelas, de células estrelladas
presentes en la capa molecular y de fibras trepadoras (aferencias
extracerebelosas) . Los axones de las células de Purkinje, se
proyectan hacia los núcleos cerebelosos centrales.
La capa molecular o capa plexíforme, con un espesor que
oscila entre 300—400 pm, está formada por escasos elementos
neuronales, células estrelladas y cesto. Ambas presentan sus
arborizaciones dendríticas en la capa molecular y reciben
sinápsis de las fibras paralelas. Los axones de las células
estrelladas se ramifican cerca del soma neuronal y establecen
sinápsis con las dendritas de las células de Purkinje; sin
embargo, las células cesto, proyectan sus axones lejos del soma>
siguiendo una hilera de troncos dendríticos de Purkinje. Tienen
multiples terminales que se ramifican envolviendo al soma de las
células de Purkinje, formando un “cesto” de fibras.
Los dos tipos de fibras dfeléntes al cerebelo son las fibras
musgosas y las fibras trepadoras. Las primeras entran en el
cerebelo a través de los pedúnculos cerebelosos, alcanzando la
corteza cerebelosa, a los núcleos cerebelosos centrales, llegan
terminales colaterales que, en un sentido funcional, son los
principales por su caracter excitatorio frente a la inhibición
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producida por la terminal de Eurkinje, que constituye la vía de
salida de la corteza. En la capa granular forman de una a cuatro
expansiones digitiformes, que establecen sinápsis con las
dendritas de las células grano, constituyendo junto con los
axones de las Golgí, los glomérulos cerebelosos. Existen otros
glomérulos cerebelosos constituidos por las fibras trepadoras que
sinaptan con las dendritas de las células grano.
Las fibras trepadoras, sínaptan directamente con las células
de Eurkinje. Sus ramificaciones “trepan” a lo largo del árbol
dendrítico de las células de Purkinje.
Las técnicas de histofluorescencia de monoaminas (Falk &
Hillarp, 1962) han permitido el descubrimiento de un tipo
funcional de fibras que penetran en la capa granular, procedentes
de la sustancia blanca y alcanzan la capa molecular, discurriendo
paralelas a la superficie pial. Aunque establecen sinápsis con
las dendritas de las células de Purkinje, su morfología parece
diferente a las de las trepadoras (Hokfelt & Fuxe, 1969)
En la corteza cerebelosa, los distintos tipos neuronales se
diferencian en su ubicación dentro de la laminilla y en la
morfología áe sus prolongaciones axónicas y dendilticas. De estas
neuronas, las células de Purkinje, las grano y las Golgí, reciben
imnformación extracortícal directa, mientras que el resto de las
estirpes neuronales, las estrelladas y las cesto, son
interneuronas que actúan modulando la respuesta de las primeras.
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Además de las neuronas, la corteza cerebelosa posee una
abundante población de células gliales, de las cuales algunas
muestran características muy especiales. En la corteza cerebelosa
pueden disrtinguirse los siguientes tipos de células gliales:
células epiteliales de Golgí o glía de Bergmann, rodeando a las
células de Purkinje, glía de Fañanás, en la porción inferior de
la capa molecular, astrocitos protoplásmicos, particularmente
abundantes en la capa granular, oligodendrocitos, en la capa
granular y en la de las células de Pur-Rinje, regiones donde
aparecen axones nielinizados y finalmente microglía, localizados
per-ivascularmente.
Se han identificado varios neurotransmisores posibles en las
fibras musgosas, sin embargo, aún no existen evidencias claras
de su intervención en las sinápsis de estas fibras aferentes.
Se han puesto en evidencia acetilcolina y las enzimas implicadas
en su metabolismo (Colín acetiltransferasa y acetilcolinesterasa)
en las fibras musgosas (Nclntosh, 1941; Feldberg & Vogt, 1948;
Surgen & Chipman, 1951; Hebb & Silver, 1956) . Igualmente, se han
identificado carecolaminas, serotonina (Hékfelt & Fuxe, 1969)
péptidos neuroactivos como sustancia P (Korte et al.> 1980),
encefalinas (Sohulman et al. , 1981) y somatostatina (Schulman et
al. , 1983)
La accion excitadora de las fibras trepadoras está mediada
por giutamato (Guidotti et al., 1975) y aspartato (Madí et al.,
1977; Rea et al.> 1980).
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En el tercer tipo de fibras aferentes, las descritas por
Falk & 1-iillarp (1962), se ha demostrado la presencia de
catecolaminas e Idolaminas.
Se han identificado fibras noradrenérgicas que ascienden a
través de la capa granular y entran en la capa molecular donde
emiten colaterales (Hókfelt & Fuxe, 1969; Bloom et al., 1971).
Las técnicas de bistofluorescencia han puesto de manifiesto, así
mismo, la presencia en el cerebelo de fibras que contienen
serotonina (l—Iékfelt & Fuxe, 1969) , y provienen del núcleo del
Rafe.
A pesar de que aún parecen existir algunos resultados
contradictorios, el glutamato parece ser el principal
neurotransmisor- utilizado por las células grano (Young et al.,
1974) . El CABA es el principal neurotransmisor que media la
acción de las interneuronas inhibidoras de la corteza cerebelosa:
células cesto, estrelladas y Golgi (H~kfelt & Ljungdabl, 1970,
1972; Schon & Iversen, 1972>. Además existen numerosas evidencias
que sugieren el papel como neurotransmisor inhibidor de la
taurina en las células estrelladas (Collins & Topiwala, 1974;
López—Colomé et al., 1978; Okamoto & Sakai, 1979).
Las células de Purkinje, cuyos axones constituyen las
eferencias de la corteza cerebelosa, está demostrado que utilizan
CABA como neurotransmisor (Schulman, 1983)
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8.- INMUNOHISTOQUIMICA
:
En 1939 coons introdujo por primera vez, un nuevo concepto
en el diseño de la técnica histoquimica, basado en el uso y
aprovechamiento de la especificidad de la reacción antígeno—
anticuerpo, mediante el uso de anticuerpos acoplados a trazadores
fluorescentes. Así se inició el desarrollo de las técnicas
inmunocitoquimícas. Actualmente estas técnicas son de uso
generalizado, tanto en experimentación biológica> como en el
diagnóstico histopatológico.
La mayoría de los anticuerpos utilizados en
inmunohistoguimica perter.ecen a las lgQ; grandes glicoproteinas
formadas por dos cadenas pesadas y dos ligeras, unidas mediante
puentes disulfuro. Cada molécula completa de Iga posee dos sitios
idénticos de unión al antígeno (a través del fragmento F3) . El
fragmento cristalino (Fa) es capaz de unirse a una gran variedad
de moléculas (IgG~, proteina A, etc..), lo cual facilita la
visualización de la reacción inmunológica a través del marcaje
de estas últimas.
Estas técnicas, inicialmente aplicadas a nivel de la
microscopia óptica, se han adaptado a la microscopia electroníca.
A este nivel, resulta imprescindible, por una parte, mantener
durante el proceso un tejido viable, compatibilizando la óptima
preservación ultraestructural del mismo, con la conservación de
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las propiedades químicas y funcionales de las moléculas a
detectar. Por otra parte, resulta necesario disponer de unos
trazadores electrodensos adecuados, para poner de manifiesto la
reacción inmunológica a este nivel (Cuello, 1984; MUller—
Hermelink & Hansmann, 1984; Vlríght, 1986; Esquerda Colelí, 1990).
como ocurre en el caso de todas la técnicas experimentales>
para la técnica histoquimica se pueden describir cinco criterios
de fiabilidad (Petrusz et al., 1976, 1980): eficacia, exactitud,
precisión, sensibilidad y especificidad. La eficacia proporciona
información sobre la relación que existe entre la intensidad de
la reacción específica y el fondo. La exactitud relaciona un
valor dado en ensayos cuantitativos, con el valor real. En
inmunohistoquimica, la exactitud depende en gran medida del
microscopio que se utilize; en particular, en la técnica del PAE
este valor es de 20—80 nm. La precisión se refiere a la
reproductibilidad de las medidas. Las técnicas
inmunohistoquimicas, una vez estandarizadas, presentan un alto
grado de precision; sin embargo este valor no puede expresarse
matemáticamente, ya que los resultados están en función de
variaciones en la técnica, reactivos utilizados, obtención de
antísueros, etc... La sensibilidad en inmunohistoquimica se puede
definir como la coítoenbración menor de un antígeno ~n un tej ido,
que es posible distinguir del fondo. Finalmente, la especificidad
de esta técnica da cuenta de la capacidad del anticuerpo para
detectar un determinante antigénico en particular, excluyendo a
otro (Sternberger, 1979) . A pesar de la especificidad del
anticuerpo, en la aplicación de la técnica inmunohistoquimica se
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debe satisfacer también la especificidad del método, es decir,
durante la reacción todos los reactivos utilizados han de ser
selectivos, de forma que no reaccionen con ningún otro componente
tisular.
Aunque existen diversos trazadores enzimáticos que se han
utilizado en inmunohistoquimica (Fosfatasa alcalina, citocromo
fosfatasa ácida, etc..) , la peroxidasa de rábano resulta ser el
trazador- enaimático más ampliamente usado. Además de su idoneidad
para la detección a microscopia óptica, el producto del revelado
con diaminobenzidina (DAB) (Graham & Karnowsky, 1966> , tras su
posterior osmificación, resulta opaco a los electrones. La
peroxidasa ofrece, además, la posibilidad de ser aplicada en los
diversos sistemas de detección indirecta del antígeno>
contribuyendo a aumentar la sensibilidad de la técnica
inmunohistocjuímica, que desarrollada inicialmente para
miocroscopía óptica, se pueden aplicar a la localización
ultraestructural (PAE, Avidina-biotina, intensificación con
plata, etc..) . El principal inconveniente resulta ser la
dificultad en la cuantificación de la reacción, y cierta difusión
del producto de la reacción que limita, en cierto sentido, su
resolución a nivel ultraestructural (Cuello, 1984; Esquerda
Colelí, 1990)
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS
A pesar de la existencia de numerosos estudios realizados
basta el momento sobre los capilares cerebrales y su
microambiente, estos se han caracterizado por una falta de
sistematicidad. Dada la importante función de los mismos como
barrera selectiva entre el medio sanguíneo y el medio cerebral,
resulta incuestionable el papel transcendental de su función en
el SNC.
La elección de la corteza cerebelosa de la rata, como modelo
experimental, se debe al profundo conocimiento de las estructuras
y conexiones que constituyen la corteza cerebelosa, tanto a nivel
morfológico como funcional. Ello nos permite reconocer de forma
inmediata la naturaleza de las estructuras que se hallan
presentes en el microambiente de los capilares cerebelosos.
Las referencias bibliográficas acerca de la inervación de
los capilares cerebrales son contradictorias. Así mismo son
escasos los estudios en relación con la inervación de los
capilares cerebelosos.
Ello nos ha conducido a abordar de forma más profunda el
análisis de las relaciones entre los mismos y las estructuras
asociadas a su microambiente. Siendo indispensable esclarecer el
papel de la glía perivascular y del tejido nervioso en el control
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de la función de los capilares de la corteza cerebelosa, de forma
que se puedan correlacionar los ajustes en la función capilar con
las demandas requeridas por el tejido nervioso. Para poder
abordar la investigación de forma más profunda, y dado que son
casi inexistentes las referencias bibliográficas acerca de la
localización de neuromediadores en la barrera hematoencefálica
en la corteza cerebelosa, hemos considerado inexcusable el
análisis inmunocitoquimico de los capilares cerebelosos y su
microambiente.
Como objetivos concretos nos hemos planteado los siguientes:
Primer objetivo: Analizar ultraestructuralmente las
características de los componentes que forman parte de la barrera
hematoencefálica en la corteza cerebelosa de la rata.
Segundo objetivo: Llevar a cabo un estudio a microscopia
electrónica de la relación anatómica entre componentes de
naturaleza nerviosa, que se hallan en estrecha asociación con los
capilares de la corteza cerebelosa.
Tercer objetivo: Poner de manifiesto, mediante la
utilización de técnicas inmunocitoquimicas, la presencia en los
capilares cerebelosos de la rata y su microambiente, de
diferentes moléculas implicadas en procesos funcionales.
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cuarto objetivo: Analizar inmunocitoquimicamente la
presencia de diversos neuromediadores en los distintos elementos
de la barrera hematoencefálica de la corteza cerebelosa de la
rata y en los componentes perivasculares asociados íntimamente.
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III.- MATERIAL Y MÉTODOS.
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1.- MATERAL
:
En la realización de este trabajo se han utilizado
ratas Wistar macho, de tres meses de edad (150—250 9) , por ser
un animal de experimentación de fácil adquisición y cuyo estudio
permite una pronta comparación de resultados.
Como centro para el estudio de los capilares sanguíneos
en en S.N.C., hemos elegido la corteza cerebelosa. Ello se debe,
a que el conocimiento de la ultraestructura de los distintos
componentes celulares que forman parte de la corteza cerebelosa,
es esencial para poder distinguir entre los diversos elementos,
nerviosos y gliales, que aparecen en contacto con los capilares
sanguíneos.
2.- MÉTODOS
2.1.— Microsconía electrónica de transmisión
En el estudio ultraestructural de la barrera
hematoencefálica de la corteza cerebelosa de rata, los animales
de experimentación fuet uit aiiestes lados mediante inyección
intraperitoneal de Pentobarbital sódico (60 mg kg<) . Tras la
inyección intraventricular de 0.5 ml de heparina sódica al 1%
(y/y) con el fin de evitar la coagulación sanguínea, se procedió
a realizar un lavado corto con EBS (0.1 NI, pH=7.4). A
continuación, y sin permitir que se produzcan interrupciones en
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el flujo de perfusión, mediante toracotomía introdujimos vía
aorta ascendente 500 ml de mezcla fijadora, mezcla aldehídica
tamponada constituida por- 4% (p/v) paraformaldehído y
concentraciones variables de glutaraldehído (0.1 — 0.5%, y/y) en
tampón fosfato 0.1 NI (pl-i=7.4) (Karnowsky, 1965; Larsson, 1988).
Se utilizó también como mezcla fijadora la solución de 4% (p/v)
de paraformaldehído, 0.1—0.5% (y/y> glutaraldehído, 0.2% (p/v)
de ácido pícrico en tampón fosfato 0.lM (pH=7.4)
Procedimos a la rápida, pero cuidadosa extracción del
cerebro, para realizar posteriormente una postfijacíón durante
4h a 4 0C para evitar retracción celular, en una solución de
paraformaldehído (4%, p/v> en tampón fosfato 0.1M (pH=7.4).
Realizamos un lavado de las muestras en tampón fosfato
(0.lM, pH=7.4), durante Mi. A continuación las mustras fueron
sometidos a su postfijación, utilizando 0504 (1%, p¡v) en tampón
fosfato 0.1 >1 (pH=7.4).
El material biológico fue sometido a repetidos lavados en
tampón fosfato y deshidratados en una serie alcohólica de
gradación creciente. El alcohol de 7Q0 contenía acetato de
uranilo al 1% (p/v>
Tras la deshidratación del material, este fue sometido a
tratamiento con óxido de propileno (.5 minutos) , e incluidos en
araldita (Fluka chemie AG) para ser procesados posteriormente.
En la confección de bloques utilizamos cápsulas Been, talladas
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en una talladora 114 60 Reichert ON 133; los cortes semifinos (0.5—
1 ~im) obtenidos en un ultramicrotomo LKB III, fueron analizados,
teñidos con azul de toluidina-borax (1:1), para localizar las
zonas de interés. Los cortes ultrafinos, fueron montados sobre
rejillas de cobre, contrastados con citrato de plomo y acetato
de uranilo (Reynolds, 1963) y analizados utilizando un
microscopio JEOL—lOOB, niicroscopio Philips EM 201 y microscopio
JEOL JEM 1200 EX-II.
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2.2.— Obtención de antisueros
:
2.2.1.— anti—ckATasa (Aspartato aminotransferasa~
2.2.1.1.— Aislamiento y purificación del antígeno.
El antígeno fue adquirido de la casa Boehringer Mannhein.
La actividad específica se determinó calculando la concentración
proteica, (Lowry, 1951) y la actividad enzimática total (Karmen,
1955)
Una vez conocida la actividad específica de esta solución
madre, esta se sometió a diálisis. Las bolsas de diálisis fueron
primeramente hervidas durante 30 mm. en 5% (p/v) Na2CD3,
lavacas con fi O hervidas durante 30 minutos con EDTA 5OmM2 d’
(pl-frS) , y lavadas finalmente con agua destilada. La solución
madre se dializó frente a 21 dc una solución de 2—mercaptoetanol,
EDTA lmM en tampón fosfato lOmM (pH=7.5). La diálisis se realizó
en agitación constante, durante 12h a 4%, y efectuando 2 cambios
del tampón. Finalmente concluida la diálisis, se comprobó que el
volumen final se había duplicado, resultando diluida a la mitad
ía concernir duloil pL obelud.
El grado de pureza del preparado enzimático se comprobó
realizando una electroforesis en placas de 10% SDS—poliacrilamida
(Lamieli, 1970) . Tras revelar la presencia de proteínas con azul
Coomassie se observó una banda principal y varias bandas menores.
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Electroforesis en placas
:
Se prepararon placas 152x152x0.S mm con 15 ml de gel
de resolución y 6 ml de gel de empaquetamiento,
utilizando los siguientes reactivos:
—. Tampón gel inferior: 0.4% de SDS en Tris-HCl
1.5M (pH=8.8)
-. Tampón gel superior: 0.4% de SDS en Tris—
ficí 0.-SM (pFfrE.8).
Solución madre de acrilamída!
bisacrilamida: 29.2% acrilamida, 0.8% N,N’—
meti len—bis-acri lamida, y H2Od hasta 100 ml.
-. Persulfato amónico 10 mg ml<.
TEMED: N,N,N’ ,N,-tetrametil—etilen--
diamina. 175 pl/3
5 ml de tampón.
Los reactivos fueron utilizados siguiendo las siguientes
proporciones:
GEL INFERIOR
Tampón para el gel
Acrilamida
3.5 ml.
Sml.
6.2 ml.
Persulfato amónico
TEMED
250 ¡il/35
175 Mi!35
ml de gel.
ml de gel.
GEL SUPERIOR
Tampón para el gel
Acrilamida
1.25 ml.
0.8 ml.
~20d
Persulfato amónico
TEMED
3.93 ml.
250 ¡11/35
175 kl!35
ml de gel.
ml de gel.
(10%)
(4%):
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se aisló la banda principal, que contenía la cAATasa, se
diluyó en un tampón cuya composición se detalla a continuación
y se efectuó una segunda electroforesis en gel SDS—
poliacrilamida.
composición del tampón
:
glicerol
2—mercaptoetanol
5115
Tris-HCl
Azul de bromofenol
20% (p/v)
10% (p/v>
4.6% (p/v)
0.125M, pH=6.8.
0.1%.
Esta segunda electroforesis se efectuó en un tubo de
electroforesis en cuya base se colocó un poco de gel y una bolsa
de diálisis. El tampón de electroforesis contenía:
TRIZNA BASE
Glicina
5115
0.02 SM.
0. 192M.
0.1%.
Tras la electro—elución durante 12h aplicando 2OmA de
corriente eléctrica, la enzima que quedó atrapada en la bolsa de
diálisis, fue sometida a liofilización. La enzima así purificada
fue utilizada para la obtención de anticuerpos específicos.
2.2.1.2.- Obtención del antisuero:
El antisuero específico frente a
realizó en seis conejos albinos machos
de tres meses de edad.
la AATc purificada, se
de la raza New Zealand,
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Antes de iniciar el proceso de inmunización, se extrajeron
5 ml de suero que posteriormente se utilizarán como suero normal
de conejo.
En el proceso de inmunización se inyectaron un total de 300
gq de cAAT, cuya actividad específica era de 370 mg ml< en 0.5
ml de solución salina y 0.5 ml de adyuvante completo de Ereund.
La emulsión antigénica se inyecto subcutánea e intradérmicamente
en varios puntos del dorso del animal. Transcurrida una semana,
se inyectaron 4 dosis antigénicas como recuerdo de la primera,
preparadas de idéntica forma que aquella, pero con 250 gg de
cAATasa y 0.5 ml de adyuvante incompleto de Freund.
A la semana se extrajo de las orejas de los conejos una
muestra de sangre venosa, se mantuvo en estufa lh a sok, para
destruir las proteasas. Posteriormente se enfrió a 50% y se
aisló el suero. El suero obtenido se centrifugó a 4500 rey
min<, para separar de nuevo el suero del sedimento.
La especificidad del antisuero frente a la cAATasa se
comprobó efectuando una inmunodifusión doble (Ouchternoly, 1949)
Así mismo, se comprobó que dicho antisuero no presentaba
reacciones cruzadas frenbe a glutámico pirGvlco Lransautinasa
(E.C.2.6.l.2.), lactato deshidrogenasa (E.C.l.l.l.27.), malato
deshidroqenasa (E.C.l.1.l.37.) , glutámico deshidrogenasa
(E.C.1.4.l.3.) y piruvato kinasa (E.C.27.l.40). Todos estos
preparados enzimáticos fueron adquiridos a través de la casa
Sigma Chemical Company.
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El antisuero se dializó frente a un tampón fosfato 0.OOSM,
durante 2 días a s%, realizando tres cambios del tampón.
Las IgOs específicas (anti—cAATasa) se purificaron mediante
una cromatografía en columna (25 x 500 mm> , empaquetada con DEAE—
celulosa.
Preparación de la DEAE—CELULOSA
:
-. Se mezclaron 25g de DEAE—Celulosa con
500 ml de ficí 0.ÍN, durante 30 minutos, a
temperatura ambiente.
—. Filtrar en vacío para eliminar el
líquido.
-. añadir 500 ml de Na(OH> lN.
—. Filtrar en vacío para eliminar el
líquido.
—. Lava~ con hasta neutralizar el ~~‘r
—. Lavar con tampón fosfato 0.OOSM (pI-fr7),
y comprobar que el pH del eluido es neutro.
—. secar y resuspender en 200 ml de tampón
fosfato (pH=7>
—. eliminar el aire.
Una vez preparado el gel, la columna se empaquetó teniendo
la precaución de que no se formen burbujas. Se aplicaron 5 ml del
su~Lu dializado en la columna, con cuidado de no agitar la
superficie del gel. Una vez que la muestra había penetrado, se
añadieron 5 ml de tampón fosfato 0.OOSM. Para la formación de un
gradiente lineal, se utilizaron dos recipientes con distintos
tampones: 400 ml de tampón fosfato 0.005M (pl-{=7) (recipiente A),
y 400 ml de tampón fosfato 0.05M (pH=7) (recipiente E>. El
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recipiente A estaba conectado a la columna, y los dos recipientes
conectados entre si, de forma que el contenido de B pasaba a A,
y el de este a la columna, agitando A con un agitador magnético.
Se recogieron fracciones de 5 ml en un colector de
fracciones automático. La pureza de las IgG~ se determinó
mediante una inmunoelectroforesis. Para ello se utilizaron los
siguientes reactivos:
1.— Suero Normal de Conejo 0.5 ml.
2.- Muestras de las IgG~ del colector de
fracciones de la columna 0.5 ml.
3.- Tampón barbital pH=8.
Barbital sódico 15.87 g.
fol 0.lN 230 ml.
hasta 21.
4.- Agar puro 0.85%.
5.- Fuente de energía y cubeta de
- - foresis.
El agar se disolvió a baño de María y se extendió sobre
portaobjetos. Una vez que había solidificado, se realizaron los
orificios y el canal central. Los orificios se llenaron con el.
suero normal de conejo, y se colocaron las placas en la cubeta.,
de tal forma que estos estuvieran cercanos al cátodo. Se
fabricaron puentes con papel de filtro empapados en tampón, para
favorecer el paso de la corriente eléctrica. A continuación se
conectó la fuente de euiert~ía a la cubeta (4—6 voltios cm1,
durante 2 ó 3 horas) . Una vez que las proteínas habían emigrado,
se desconectó la fuente y se sacaron las placas.
El canal central se llenó de las IgG~ procedentes del
colector de fracciones. La placa se colocó sobre una superficie
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nivelada y en una cámara húmeda durante 12 horas, para su
posterior análisis visual.
2.2.2.- anti—GABA
:
2.2.2.1.- Obtención del complejo antigénico:
El antisuero fue obtenido según el método de Hodgson et al.
(1985) . Para ello, se inmunizaron conejos albinos de la raza New
Zealand, con el complejo CABA-ESA, utilizando glutaraldehído como
agente copulante. Para la obtención del complejo antigénico se
disolvieron 50 mg de CABA en 1 ml de HCí (lN) . Posteriormante se
añadieron 2 ml de tampón fosfato 0.lM (pl-fr?), ajustando
cuidadosamente el pH a la neutralidad con Na(OH) 0.5N. Esta
solución se mezcló con 2 ml de una solución acuosa de ESA
(pH~7.5) al 0.25% (p/v>, añadiendo posteriormente 0.5 ml de
solución de glutaraldehído al 25%. La solución se dejó reaccionar
toda la noche a temperatura ambiente, manteniéndola en la
oscuridad. El conjugado GABA-BSA resultado de la reacción, de un
color pardo-amarillento, se sometió a diálisis contra PES durante
24h a 4 0C.
2.2.2.2.— Obtención del antisuero:
Seis conejos albinos de la raza New Zealand fueron
inmunizados durante tres meses, mediante diversas inyecciones
subcutáneas e intradérmicas del complejo antigénico CABA—ESA. La
primera inyacción se componía de 0.5 ml de la solución del
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complejo y 0.5 ml de adyuvante completo de Freund (Sigma Chemical
Co.) . El resto de las inyecciones, efectuadas a intervalos de
veinte días> estaban formadas por 0.5 ml de la solución del
conjugado antigénico GAHA-ESA y 0.5 ml de adyuvante incompleto
de Freund (Sigma Chemical Co.) . Tras siete días de la última
inyección se extrajó de las orejas de los conejos, una muestra
de sangre venosa. El suero obtenido se mantuvo a 500C durante 1
hora, con la finalidad de eliminar las proteasas presentes.
Posteriormente se enfrió a §0C, y se aisló el suero,
centrifugando a 4500 rey mit
Las IgG~ específicas contra CABA, se aislaron utilizando
columnas de sefar-osa-proteina A y de sefarosda—4B activada con
cNBr, y acoplada esta última a GABA—tiroglobulina.
La especificidad del antisuero se determinó mediante los
métodos de ELISA (Engwall & Perlman, 1971>, DASS (Capel., 1975)
y Hodgson (Hodqson et al., 1985>. En el método de ELISA, el.
antisuero fue comprobado con complejos conjugados de CABA—ESA y
GABA—tiroglobul ma.
Según el método de Hodgson, se activaron tiras de papel de
nitrocelulosa con polilisina y glutaraldehído. Se depositaron
gotas de 0.5 4 de diversas soluciones (50 gmol - 500 nmol) de
los siguientes compuestos: CABA, GABOB (ácido y—amino—13—
hidroxibutírico) , 1-glutamato, 3—alanina, 1-aspartato, taurina,
glicina, S—aminovalerato y c—aminocaproato, tratando
posteriormente con 0.5 gl del antisuero en diluciones 1:500 —
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1:2000.
Aplicando la técnica del DASS, el antisuero contra CABA fue
tratado con 200 mM de cada uno de los siguientes productos: CABA,
GABOB, 13-.-alanina, &-aminovalerato y ¿—aminocaproato, acoplados
a bolitas de poliacrilamida mediante glurataldehído, y
posteriormente comprobado según el método del DASS. Se llevó a
cabo este análisis, con el antisuero contra CABA tratado
previamente durante toda la noche a 40C con una solución 0.lM de
CABA.
2.2.3.— anti—Tíamina
:
2.2.3.1.— Obtención del complejo antigénico:
La Tiamina fue purificada partiendo de un preparado
comercial (Sigma Chemical Co.) tiamina—HCí, mediante la reacción
con trietilamina (mol/mol) . Tras centrifugación, el sobrenadante
fue sometido a cromatografía en columnas de silicagel.
Se disolvieron 40 mg de la tiamina purificada y 40 mg de BSA
en 4 ml de tampón fosfato 0.114 (pH~8), añadiendo posteriormente
u.u nl de yluLaiialdeiiído al 25%. Se dejó r-ea~±ui¡at e~t& solución
en oscuridad, durante toda la noche a temperatura ambiente> hasta
que la aparición de un color pardo—amarillento reveló la
formación del conjugado Tiamina—ESA. La solución fue dializada
contra PES, durante 24h a 40C. La presencia de tiamina en el
conjugado fue estimada mediante fluorescencia del tiocromo
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originado en el conjugado (435 nm de emisión, 365 nm de
extinción), (Eurch et al., 1952).
2.2.3.2. — Obtención del antisuero:
Seis conejos albinos de la raza New Zealand fueron
inmunizados mediante tres inyecciones del complejo antigénico
tiamina-ESA obtenido. La primera inyección estaba constituida por
0.5 ml del conjugado y 0.5 ml de adyuvante completo de Freund.
El resto de la inyecciones estaban formadas por 0.5 ml del
complejo antigénico y 0.5 ml de adyuvante incompleto de Freund.
Las inyecciones fueron efectuadas en intervalos de veinte días,
y realizadas subcutánea e intradérmicamente en el dorso de los
animales. Siete días depués de la última inmunización, se
extrajó sangre venosa de la oreja de los conejos.
Las 1g05 fueron aisladas del suero total mediante
precipitación con sulfato amónico. El precipitado se disolvió en
tampón fosfato 0.lM (pl-fr]), y posteriormente se sometió a
diálisis contra EBS toda la noche a 4
0C, (antisuero A) . Este
antísuero fue purificado mediante inmunoadsorcíón (Cuatrecasas
& Anfinsen, 1971) 2 ml del antisuero se mezclaron con sefarosa—
4B activada con BrCN, acoplado a 70 mg de BSA. La mezcla, agitada
durante 2h a temperatura ambiente, fue centrifugada
posteriormente durante 20 minutos a 4000 rpm. El sobrenadante
resultante contenía las IgG~ específicas contra tiamina, y no
contra BSA, (antisuero B)
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1 ml de este antisuero (antisuero E) purificado, se mezcló
con íg de sefarosa—4B activada con Bromuro de cianógeno (BrCN>
acoplada a 35 mg de tiamina. La mezcla se mantuvo en agitación
durante 2h a temperatura ambiente. A continuación, se sometió a
centrifugación durante 20 minutos a 4000 rpm. El sobrenadante
resultante era un suero carente de las IgG~ contra ESA y tiamina,
(antisuero C)
La especificidades de estos sueros contra ESA, tiamina y
BSA.--tiamina, fueron determinadas mediante los métodos de
inmunoelectroforesis, inmunodifusión y el métodod del PAP sobre
tiras de papel de nitrocelulosa, activadas con glutaraldehído
(I-{odgson et al., 1985)., usando 50 gmol de tiamina y diluciones
de 1:500, 1:1000 y 1:2000 del antisuero E. Los antisueros A, E
y C fueron también analizados contra tiamina, tiamina—ESA,
tiamina pirofosfato y tiamina tiroglobulina usando el método del
DASS (Defined antigen substrate sphere) (Capel, 1975)
2.2.4.— anti—fosfocreatina
:
2.2.4.1.— Obtención del complejo antigónico:
La fosfocreatina fue purificada partiendo de un preparado
comercial (Sigma Chemical Co.), mediante la reacción con
trietilamina (mol/mol) . Tras centrifugación, el sobrenadante fue
sometido a cromatografía en columnas de silicagel.
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Se disolvieron 60 mg de la fosfocreatina purificada y 60 mg
de BSA en 6 ml de tampón fosfato 0.TM (pH=8> , añadiendo
posteriormente 0.5 ml de glutaraldehído al 25%. Se dejó
reaccionar esta solución en oscuridad, durante toda la noche a
temperatura ambiente, hasta que la aparición de un color pardo—
amarillento reveló la formación del conjugado fosfocreatina—BSA.
La solución fue dializada contra PES, durante 24h a 40C.
2.2.4.2.— Obtención del antisuero:
Seis conejos albinos de la raza New Zealand fueron
inmunizados mediante tres inyecciones del complejo antigénico
fostocreatina—ESA obtenido. La primera inyección estaba
constituida por 0.5 ml del conjugado y 0.5 ml de adyuvante
completo de Freund. El resto de la inyecciones estaban formadas
por 0.5 ml del complejo antigénico y 0.5 ml de adyuvante
incompleto de Freund. Las inyecciones fueron efectuadas en
intervalos de veinte días, y realizadas subcutánea e
intradérmicamente en el dorso de los animales. Siete días depués
de la última inmunización, se extrajó sangre venosa de la oreja
de los conejos.
Las IgG~ fueron aisladas del suero total mediante
precipitación con sulfato amónico. El precipitado se disolvió en
tampón fosfato 0.114 (pH=7), y posteriormente se sometió a
diálisis contra PES toda la noche a 40C. Este antisuero fue
purificado mediante inmunoadsorción (Cuatrecasas & Anfinsen,
1971) 2 ml del antisuero se mezclaron con sefarosa—4B activada
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con CNBr, acoplado a 70
a temperatura ambiente,
20 minutos a 4000 rpm.
IgG~ específicas contra
mg de BSA. La mezcla, agitada durante 2h
fue centrifugada posteriormente durante
El sobrenadante resultante contenía las
fosfocreatina, y no contra BSA.
La especificidad del antisuero fue determinada mediante
métodos de inmunoelectroforesis, inmunodifusión y el métodod
PAP sobre tiras de papel de nitrocelulosa> activadas
glutaraldehído (Hodgson et al., 1985), usando 50 gmol
fosfocreatina y concentraciones de 1:500, 1:1000 y 1:2000
ant isuero.
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2.3.- Método Immunohistopuiniíco del PAP
:
Ratas Wistar machos fueron anestesiados utilizando inyección
intraperitoneal de Pentobarbital sódico (60 mg kgj . Tras la
inyección intraventricular de 0.2 ml de beparina sódica al 1%
(y/y), se procedió a realizar un lavado corto con PES (0.1 14,
pfl=7.4) . A continuación, y sin permitir que se produzcan
interrupciones en el flujo de perfusión, mediante toracotomía,
introdujimos vía aorta ascendente, 500 ml de mezcla fijadora,
durante 40 minutos aproximadamente, mezcla aldehídica tamponada
constituida por 4% (p/v) paraformaldehído y concentraciones
variables de glutaraldehído (0.1 - 0.5 %, y/y) en tampón fosfato
0.1 M (pH=7.4) (Karnowsky, 1965; Larsson, 1988), con el fin de
compatibilizar una óptima preservación morfológica, con la
conservación de las propiedades antigénicas, químicas y/o
funcionales de las moléculas a detectar. Así mismo, se utilizaron
también como mezclas fijadoras la solución de 4% (p/v) de
paraformaldehído, 0.1% (y/y) glutaraldehído, 0.2% (p/v) de ácido
pícrico en tampón fosfato 0.114 (pH=7.4), o solución de 4% (p/v)
de paraformaldehído, 0.1% (y/y) glutaraldehído, en tampón
cacodilato 0.114 (pH=c7.4).
Procedimos a la rápida, pero cuidadosa extracción del
cerebro, para realizar posteriormente una postfijación durante
4h a 40C para evitar retracción celular, en una solución de
paraformaldehído (4%, p/v) en tampón fosfato 0.114 (pH=7.4).
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Realizamos un lavado de las muestras en tampón fosfato
(0.114, pH=7.4), durante 2h, tras lo cual procedimos a la
crioprotección de las muestras tisulares utilizando sacarosa
0.114 en tampón fosfato 0.114 (pH=7.4> durante 3h a 40C, y sacarosa
2.314 en tampón fosfato (0.114, pH=7.4> durante toda la noche a
4½,o utilizando 25 ml de pr-opilen glicol junto con sacarosa al
30% (p/v) en 25 ml de tampón fosfato (0.1W pH~7.4).
Los cortes de 30—40 gm obtenidos mediante criotomía de
congelación, fueron lavados repetidas veces utilizando PES 0.114
(pH=7.4) y tratados con una solución de H
202 al 0.3% (y/y) en PBS
(0.114, pH=7.4) durante 30 minutos, para llevar a cabo la
inhibición de la peroxidasa endógena. Tras repetidos lavados de
los cortes con PBS (0.114, pH=7.4), los cortes fueron tratados con
1% (p/v) de NaBH4 (Sigma Chem. Co.> en EBS durante 30 minutos a
temperatura ambiente, con la finalidad de revertir en parte la
fijación y restablecer con ello la antigenicidad (Baschong et
al. , 1983)
Los cortes se lavaron repetidas veces en PBS, y
posteriormante, fueron tratados con una solución centrifugada
durante 15 minutos a 3000 g, 0.5 M de L—lisina en EBS durante 2h
a temperaturd ambieriLe, o glutamina 0.5 14 en PES cux~ la finalidad
de bloquear los grupos aldehídos libres.
A continuación se procedió a la detección imnunohistoquimica
de diversas moléculas, mediante inmunomarcaje indirecto,
siguiendo el método del EAP (Sternberger et al., 1970; 1979).
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2.3.1.- Antisueros policlonales:
Los cortes fueron incubados con suero normal de cabra (1:1)
diluido en PBS durante lh, incubando a 370C en agitación
constante.
Procedimos a continuación a incubar con el antisuero
específico, incubando primero durante 2h a temperatura ambiente
y posteriormente toda la noche en nevera, manteniendo en
cualquier caso el medio de incubación en constante agitación. Los
anticuerpos específicos utilizados, fueron diluidos en PES
usando las diluciones que se especifican a continuación:
rabbit anti—GABA p (1:100, 1:200), Muestro Laboratorio.
rabbit antí—GAD p (1:200) , chemicon International Inc., USA.
rabbit anti—Taurina p (1:100, 1:200), Chemicon International Inc., USA.
rabbit anti—Glicina p (1:100, 1:200), Chemicon International Inc., USA.
rabbit anti—ATEasa Nat/K~ p (1:5>, Chemicon Interr,ationai Inc., USA.
rabbit antí—Serotonina p (1:200) , chemicon International Inc., USA.
rabbit anti—AATasa p (1:200, 1:500), Nuestro Laboratorio.
rabbit anti—Fosfocreatina p (1:500, 1:1000), Nuestro laboratorio.
rabbit anti—Tiamina p (1:200, 1:500)> Muestro laboratorio.
goat antí—clatriría p (1:40), Che>nicon InternationaL inc. uSA.
Tras repetidos lavados con EBS, procedimos a la incubación
de los cortes con suero de cabra anti—conejo (1:20) para los
anticuerpos obtenidos en conejo y suero de conejo anti—cabra
(1:50) para los obtenidos en cabra, diluidos en EBS, durante 2h
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a temperatura ambiente, manteniendo en agitación constante el
medio de incubación.
Lavamos los cortes en EBS, mediante tres lavados de 15
minutos cada uno.
Incubamos con el complejo PAP—rabbit (1:500) diluido en PBS
o PAP—goat (1:500) dependiendo del origen del anticuerpo
específico, durante hora y media a temperatura ambiente, agitando
de forma permanente el medio de incubacion.
Tras efectuar repetidos lavados de los cortes con tampón
TRIS—HCí (pHt7.4), los cortes fueron incubados en una solución
de 0.5 mg ml< de DAB (3,3’— diaminobenzidine—tetrahidrochl.oride,
Sigma Chen. Co.) diluida en tampón TRIS (0.114, pl-i=7.4>, durante
15 minutos, a temperatura ambiente y en agitación.
Se procedió a continuación al revelado de la
inmunorreacción, incubando los cortes en una solución de 0.5 mg
ml< de DAB y 0.01% (y/y) de H202 en tampón TRIS , durante 5—20
minutos a temperatura ambiente.
2.3.2.— Ar1tisueros rnonoclor.ales:
Los cortes fueron incubados incubar con el antisuero
específico, incubando primero durante 2h a temperatura ambiente
y posteriormente toda la noche en nevera, manteniendo en
cualquier caso el medio de incubación en constante agitación. Los
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anticuerpos específicos utilizados, fueron diluidos en PBS
usando las diluciones que se especifican a continuación:
mouse anti—GABA m (1: 100, 1:200) , chemicon International Inc., USA.
mouse anti—a actina (1:200) , ctwmicon Internationa< Inc., USA.
Tras repetidos lavados con PBS, procedimos a la incubación
de los cortes con suero de cabra anti—mouse (1:20) diluido en
PBS, durante 2k a temperatura ambiente, manteniendo en agitación
constante el medio de incubación.
Lavamos los cortes en PBS, mediante tres lavados de 15
minutos cada uno.
Incubamos con el complejo PAF—mouse (1:800) diluido en FRS,
durante hora y media a temperatura ambiente, agitando de forma
permanente el medio de incubación.
Tras efectuar repetidos lavados de los cortes con tampón
TRIS-HCl (pH=7.4), los cortes fueron incubados en una solución
de 0.5 mg míd de DAB (3,3’- diaminobenzidine-tetrahidrochloride,
Sigma Cbem. Co.) diluida en tampón TRIS (0.114, ~ durante
15 minutos, a temperatura anbiente y en agitación.
Se procedió a continuación al revelado de la
inmunorreacción, incubando los cortes en una solución de 0.5 mg
ml< de DAR y 0.01% (y/y) de 11202 en tampón TRIS , durante 5—lo
minutos a temperatura ambiente.
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2.3.3.- procesamiento del material:
Tras el lavado de los cortes en PBS y posteriormente en
tampón fosfato (0.114, pJ-fr7.4), se dividió el materal en dos
lotes, destinados para su estudio tanto a microscopIa óptica como
electrónica.
Los cortes seleccionados para su estudio a microscopia
óptica fueron montados en portaobjetos que previamente habían
sido tratados con una mezcla de gelatina / cromalumbre. Tras su
deshidratación en una serie creciente de alcoholes, los cortes
fueron montados utilizando bálsamo del Canadá.
Utilizamos la técnica de la metenamina de plata (Gallyas et
al., 1982>, con el fin de intensificar la reacción en algunos
cortes seleccionados previamente. Para ello, se incubaron los
cortes en una solución de metenamina de plata durante 10 minutos
en estufa a 56k. tras tres lavados de 15 minutos en 1-12%, se
trataron estos, el material histológico fue tratado con una
solución 0.2% (p/v) de AgCl2 en durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Tras lavar nuevamente los cortes en
se trataron estos con tiosulfato sódico al 2.5% (p/v) ~
durante 2 minutos a temperatura ambiente. Finalmente el material
fue lavado con ~2%’ deshidratando mediante una serie de
alcoholes en gradación creciente y montándolos utilizando bálsamo
del Canadá.
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Los cortes que previamente fueron seleccionados para su
estudio a microscopia electrónica, fueron lavados en abundante
tampón fosfato 0.1 14 (pH=7.4). A continuación los cortes fueron
sometidos a su osmificación, utilizando 0504 (1%, p/v) en tampón
fosfato 0.1 14 (pH=7.4>.
El material biológico fue sometido a repetidos lavados en
tampón fosfato y deshidratados en una serie alcohólica de
gradación creciente. El alcohol de 700 contenía acetato de
Uranilo al 1% (p/v) . Tras la deshidratación del material> este
fue sometido a tratamiento con óxido de propileno (5 minutos)
e incluidos en Araldita (FluRa Chemie AG> (Hogan & Smith, 1982)
para ser posteriormente procesados. Los cortes fueron montados
en plano y tras la polimerización, estos fueron examinados a
microscopia óptica: las regiones de interés fueron reincluidas
en araldita, utilizando en la confección de bloques cápsulas
Beem, talladas en una talladora TM 60 Reichert CM 113. Los cortes
semifinos <0.5-1 Mm) obtenidos en un ultramicrotomo LKB 11-II,
fueron analizados, teñidos con azul de toluidina—borax (1:1),
para localizar las zonas de interés. Los cortes ultrafinos,
fueron montados sobre rejillas de cobre de 75, 100 y 150 mesh,
contrastados con citrato de plomo y analizados utilizando un
microscopio JEOL—lOOB, microscopio Philips EM 201 y íhiGtObCOplO
JEOL JEM 1200 EX-II.
.97. —
2.3.4.- Controles de especificidad:
2.3.4.1.— De los anticuerpos:
Los controles de especificidad de los antisueros obtenidos
en nuestro laboratorio, se han especificado previamente los
controles de especificidad realizados.
Para los anticuerpos que en este estudio han sido adquiridos
a través de la casa comercial Chemicon International Inc., USA.,
los protocolos de especificidad han sido publicados previamente,
determinándose que las posibles reacciones cruzadas determinadas
mediante técnicas de ELISA y RíA, son consideradas nulas o
cercanas a niveles no detectables.
2.3.4.2.— De la reacción inmunohistoquímica:
En todas las reacciones inmunohistoquimicas realizadas, se
llevaron a cabo paralelamente los siguientes controles:
a.— Sustitución del antisuero específico por suero normal
ue uoíi~ jo, cabt a u ratón, ue~e’,~±et’ ~c las
reacciones.
b.- Omisión del antisuero específico.
c.- La utilización del antisuero específico preadsorbido
previamente con el antígeno correspondiente, (en relacion de
200 de Ag/ ml de anticuerpo puro) . Este control sólo pudo ser
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llevado a cabo en los casos en los que se dispuso del
correspondiente antígeno purificado (CABA, tiamina,
fosfocreatina, glicina, taurina, serotonina)
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IV.- RESULTADOS.
.100.—
DE LOS CAPILARES1.- ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL
CEREBELOSOS Y SU MICROAMBIENTE
:
Los capilares cerebrales representan la base
morfológica y funcional de la barrera hematoertoefálica. La
corteza cerebelosa está profusamente vascularizada, siendo los
capilares más numerosos en la capa granular. Los barrera
hematoencefálica cerebelosa está constituida por las células
endoteliales que delimitan la luz del capilar, los pericítos, la
lámina basal y otras estructuras perivasculares, la gua
perivascular. Esta prolongaciones de la gua perivascular junto
con las estructuras de naturaleza nerviosa asociadas íntimamente
a la pared capilar, constituyen el microambiente de los capilares
cerebelosos (ng. 1)
Las células del endotelio de los capilares cerebelosos
son células típicamente polarizadas. Forman cinturones continuos
alrededor de la luz capilar, sellando sus bordes imbricados
mediante uniones estrechas (Figs. 2, 16, 43, 53 y 62). Los
capilares cerebelosos presentan un diámetro que varía entre 2—4
jan. Es frecuente observar a~X 111181W, piieqúe8 ±nar9ínalesa menudo
voluminosos haciendo protusión hacia la luz de los vasos
sanguíneos.
En relación al volumen celular, la célula endotelial
posee un núcleo de gran tamaño, este aparece alargado y con la
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cromatina condensada formando acúmulos bajo el envoltorio nuclear
(Fig. 3)
En la porción luminal de La célula endotelial aparecen
a menudo microvellosidades, a modo de cortas prolongaciones
digitiformes que hacen protusión en la luz del capilar sanguíneo,
(Figs. 4 y 80)
A pesar del delgado citoplasma que tapiza el capilar
cerebeloso, las células endoteliales son ricas en atributos
citoplásmicos. El citoplasma de la célula endotelial aparece
generalmente de mediana densidad electrónica. El sistema de
endomembranas, retículo endoplasmático y complejo de Golgi,
extensamente desarrollados, dan cuenta de la elevada actividad
de las células endoteliales en el S.N.C.
El retículo endoplasmático está constituido por
numerosas y largas cisternas de contorno estrecho, dispuestas de
forma paralela a la membrana plasmática, (Fig. 5).
El complejo de Golgi aparece muy desarrollado, consiste
en un sistema complejo de cisternas, ordenadas paralelamente unas
a oLrds £urmaíxdu sacus aplatiados. Sus vesículas aparecen
ligeramente más ensanchadas en los extremos. Este complejo se
dispone de forma generalmente perínuclear, (Figs. 6 y 8) . La
mayor parte de la vesículas golgianas presentan un contenido
claro a los electrones, (Figs. ? y 8)
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Las mitocondrias son numerosas, y aunque dispersas por
todo el citoplasma, resulta frecuente observarlas cercanas al
núcleo. Poseen generalmente forma esférica u ovalada, con
numerosas crestas transversales paralelas entre si.
Cabe destacar un número ciertamente notable de
vesículas de pinocitosis diseminadas por el citoplasma
endotelial. Son vesículas de contenido claro a los electrones
(Fige. 9 y 10) ; sin embargo, aparecen ocasionalmente vesículas
de contenido denso a los electrones, (Fig. 11) . Se pueden
observar así mismo, vesículas de pinocitosis asociadas tanto a
la membrana luminal de la célula endotelial, (Figs. 12, 13 y
131), como asociadas a la membrana plasmática que limita la
región abluminal de la célula (Eig. 13)
Ocasionalmente pueden observarse cuerpos
multivesiculares de gran volumen en el citoplasma de la célula
endotelial, (Fig. 14) , que llegan a hacer protusión en la luz del
capilar.
El perícito se halla separado de la célula endotelial
por una lámina basal. Esta lámina basal presenta una densidad
electrónica media-baja, pero a menudo aparece sumamente delgada
y su presencia sólo se hace distinguible a considerables
aumentos. Aunque la presencia de los pericitos es frecuente en
los capilares cerebelosos, estos no se hallan presentes de forma
permanente.
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Los pericitos son células de núcleo redondeado y
voluminoso. La cromatina aparece condensada periféricamente. Su
citoplasma, generalmente de menor densidad electrónica que el de
las células endoteliales, emite largas prolongaciones que abrazan
a la célula endotelial casi en su totalidad. Hemos advertido
pericitos cuyas prolongaciones pueden abrazar a varios capilares
(Fig. 15) . Los extremos citoplásmicos de los pericitos se unen
sellando sus bordes gracias a la formación de uniones estrechas.
hemos observado, en disposición generalmente
perinuclear, aunque no exclusivamente, el complejo de Golgí muy
desarrollado, formado por sacos o cisternas apiladas, ensanchados
en sus extremos formando vesículas Colgianas abundantes y de
mediana densidad electrónica (Fig. 16)
La mayoría de los pericitos presentan un moderado
desarrollo del retículo endoplásmico liso; este se presenta en
forma de cisternas estrechas, poco dilatadas y distribuidas por
todo el citoplasma celular, sin una aparente organización (Fig.
23).
Los pericitos son, así mismo, células ricas en
micoconurias. Aparecen de forma (general ceruauias al Mcleo
celular, pero pueden observarse distribuidas por todo el
citoplasma celular (ng. 17) . Presentan una morfología globular
o alargada y crestas transversales abundantes (Figs. iB y 147)
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Muy frecuentemente observamos estructuras vesiculares
de aspecto elipsoidal y contenido claro a los electrones (Figs.
16, 18, 19, 20 y 28) o cuyo contenido aparece con mayor densidad
electrónica. Así mismo, aparecen estructuras vesiculares de
morfología irregular, (Figs. 13, 21, 22 Y 146).
Hemos advertido la presencia de numerosas estructuras
lisosomales presentes en el interior del pericito. La
característica más notable de los lisosomas es su polimorfismo,
tanto en cuanto a lo que respecta a su tamaño, como a la
irregularidad de su estructura interna (Figs. 23 y 134)
Tanto las células endoteliales como los pericitos se
hallan rodeados en su porción abluminal por una lámina basal.
Rodeando a esta, se encuentra la glía perivascular formando una
vaina que envuelve al capilar, aunque no de forma totalmente
continua. La glía perivascular aparece cubriendo parcialmente al
capilar cerebeloso.
La glía astrocitaria perivascular se caracteriza por
la presencia de un núcleo oval o esférico, de gran volumen y cuya
cromatina se presenta escasamente condensada (Fig. 24) . El
citoplasma glial, de &8GdSd ueuis±uaueleuttúnicu, emite grandes
prolongaciones que recubren casi totalmente la pared de los
capilares. Es característico observar la presencia de
gliofibrillas y gliofilamentos en el citoplasma glial (Figs. 25
y 105) , dando un aspecto esponjoso al citoplasma. A menudo estos
gliofilamentos aparecen agrupados en haces (Figs. 48, 28 y 101).
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La célula glial es rica en mitocondrías, estas aparecen
de gran densidad electrónica, generalmente muy elongadas y con
abundantes crestas (Figs. 24, 26, 105 y 131>. Los ribosomas
libres son escasos, sin embargo estos aparecen formando parte del
retículo endoplásmico presente en el citoplasma. Este sistema de
endomembranas se compone de escasas cisternas alargadas y poco
dilatadas, y de contenido escasamente denso a los electrones. El
complejo de Golgi presente en esta estirpe celular está
constituido por escasos sacos membranosos apilados y vesículas
qolgianas de contenido claro a los electrones. Aparentemente no
se ha observado ninguna preferencia en la distribución subcelular
del sistema de endomembranas, tanto del retículo endoplásmico,
como del complejo de Colgí.
El envoltorio glial perivascular no constituye una capa
totaLmente continua, es decir, las prolongaciones gliales se
interrumpen para permitir que diversas estructuras de naturaleza
nerviosa, entren en contacto con la lámina basal que subyace a
la estructura de la pared capilar. De esta forma, nuestros
estudios a microscopia electrónica nos han permitido observar que
diversos componentes de la corteza cerebelosa pueden tener acceso
a la pared capilar, tanto a nivel del pericito como de la propia
célula eríduLulial.
Los capilares sanguíneos presentes en las diversas
capas de la corteza cerebelosa presentan una morfología similar;
sin embargo, en base a su presencia en una u otra capa de la
laminilla cerebelosa, podemos distinguir distintos elementos en
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estrecha asociación con la pared capilar.
En los capilares presentes en la capa granular,
nuestros estudios a microscopia electrónica nos han permitido
observar gran número de células grano, las más pequeñas y
numerosas de esta capa celular, en estrecha asociación con los
elementos vasculares. Aunque la mayor parte de las células grano
están separadas de los capilares mediante el envoltorio glíal
(Fig. 27) , hemos puesto en evidencia un gran número de células
grano que aparecen en estrecho contacto con la lámina basal que
rodea al pericito (Figs. 23 y 29> , y la que rodea a la propia
célula endotelial (Figs. 30 y 32) . El envoltorio glíal
perivascular aparece discontinus en numerosos puntos, permitiendo
el contacto entre estos elementos nerviosos y los componentes
vasculares.
Las células Golgi presentes así mismo en esta capa
cerebelosa y que se caracterizan por su riqueza en retículo
endoplásmico rugoso, complejo de Golgi y ribosomas libres, han
sido observadas en contacto con la membrana basal que rodea a la
célula endotelial y al pericíto en la capa granular, (Figs. 31
y 32).
La observación detallada de los vasos presentes en la
capa granular nos ha permitido poner de manifiesto la existencia
de terminaciones axónicas en relación con el microambiente
capilar. La mayor parte de estos axones mantienen con la pared
capilar una relación de vecindad, pudiendo observarse la
—.107.—
presencia de prolongaciones gliales interpuestas (Fig. 33) A
pesar de ello, el exhaustivo análisis nos permite observar la
presencia de terminaciones axónicas en estrecho contacto con la
membrana basal que rodea al pericito y a la célula endotelial
(Figs. 34, 35 y 36).
En esta misma línea , ha sido posible evidenciar fibras
musgosas aferentes en estrecha asociación con el microambiente
capilar. A pesar de que a menudo puede observarse glía
perivascular, interpuesta entre estos elementos de naturaleza
nerviosa y los constituyentes de la pared vascular (Fíge. 37 y
38) , resulta frecuente observar fibras musgosas en estrecha
asociación con la membrana basal de la pared capilar (Fiqs. 39,
40 y 41) De igual forma, es posible distinguir axones de células
Colgí, en estrecho contacto con la membrana basal de los
capilares cerebelosos (Eig. 41)
En la capa de las células de Purkinje, el análisis a
microscopia electrónica nos ha permitido poner de manifiesto la
presencia de axones de células Cesto que, además de establecer
sinápsis con el citoplasma de las células de Purkinje, se
mantienen en estrecho contacto con la membrana basal que rodea
a la pared de las capilares cerebelosos, (Ftp 42). También ha
sido posible evidenciar la presencia de citoplasmas de células
de Purkinje en estrecho contacto con la pared capilar (Fig. 137)
En la capa molecular de la laminilla cerebelosa, el
análisis a microscopia electrónica demuestra la relación entre
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células estrelladas y células cesto, en asociación con la
membrana basal que rodea a los elementos vasculares, pericito y
célula endotelial (ng. 43, 75 y 76>.
En la capa molecular de la corteza cerebelosa, el
estudio ultraestructural nos ha permitido poner de manifiesto la
existencia de terminaciones axónicas en el microambiente capilar.
A pesar de que a menudo los axones están separados de la pared
vascular a través de glía perivascular (ng. 44) , es posible
observar terminales axónicos en estrecho contacto con la membrana
basal que rodea al pericito (Figs. 45 y 46) y a la célula
endotelial (Figs. 47, 48, 49, 50 y 51>.
De la misma forma que podemos identificar la existencia
de fibras paralelas, separadas del microambiente de los
capilares cerebelosos por la presencia de un envoltorio de
naturaleza glial (Fiqs. 52, y 53), hemos podido observar la
presencia de fibras paralelas en estrecho contacto con la
membrana basal que rodea al pericito y a la célula endotelial
(Fig. 54).
El envoltorio glial perívascular resulta discontinuo
en numerosos puntos, petm:u±endu 581 el contacto entré estos
elementos nerviosos y la pared capilar, (Esquema 1>
Concretamente, en la corteza cerebelosa de la rata, el
análisis ultraestructural permite demostrar que los distintos
elementos de naturaleza nerviosa que constituyen la laminilla
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cerebelosa tienen, en algunos puntos, acceso directo a la pared
vascular (Esquema II)
Sin embargo, para determinar la naturaleza química de
las estructuras nerviosas que se hallan en contacto directo con
los diversos elementos que forman parte de la barrera
hematoencefálica, hemos realizado marcaje inmunobistoquimico,
siguiendo el método del PAF (Sternberger et al. , 1970)
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2.— OBTENCIÓN DEL ANTÍGENO cAAtasa PURO
:
La electroforesis, en gel de 10% SOS—poliacrilamida,
del preparado comercial de la casa Boeringer Mannheim (L—
Aspartate: 2—oxoglutarate aminotransferase, EC. 2.6.1.1, de
corazón de cerdo) , y su posterior revelado utilizando azul
Coomassie, reveló la presencia de una banda principal que
correspondía a la cAATasa y varias bandas menores.
Tras la purificación de la banda principal mediante 12h
de electroelución, comprobamos la pureza del producto resultante
mediante una segunda electroforesis en gel de 10% SDS—
políacrilamida.
La tinción de esta electroforesis con azul Coomasie
reveló la presencia de una única banda que correspondía a la
cAATasa desnaturalizada, pero con un mayor grado de pureza.
3.- OBTENCIóN DEL ANTISUERO ESPECÍFICO FRENTE A LA cAATasa
:
La aplicación del test de inmunodifusión doble de
Ouchternoly (1949) al análisis de la cAATasa como antígeno, y
como anticuerpo el antisuero elaborado según el protocolo
descrito previamente en el apartado de material y métodos, nos
reveló la presencia de una banda de precipitación como resultado
de una reacción positiva.
En las test de Ouchternoiy, utilizados para verificar
las posibles reacciones cruzadas del antisuero con los posibles
contaminantes tales como glutámico pirúvico transaminasa
(E.C.2.6.l.2), lactato deshidrogenasa (E.C.l.l.l.27), malato
deshidrogenasa (E.C.l.l.l. 37), glutámico deshidrogenasa
(E.C.i.4.l.3> ypiruvatokinasa (E.C.2.7.l.40), no se observó la
existencia de ninguna banda de precipitación.
El análisis de la fracción de las IgC~, resultantes de
la purificación por cromatografía de columna empaquetada con
DEAE—celulosa, por medio de una inmunoelectroforesis, reveló la
existencia de una única banda de precipitación.
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4.- OBTENCIÓN DEL ANTISUERO ESPECÍFICO FRENTE A GABA
:
Observamos que el antisuero frente a CABA presentaba
reacción, en test de inmunodifusión frente a ESA, y a los
conjugados de ESA-CABA y BSA-Eaclofen; y en el test de ELISA
frente a ESA—CABA, BSA-Baclofen, tiroglobulina—CABA y
tiroglobulina—Baclofen. Antes de la purificación el suero
presentaba reacción cruzada frente a CABOB (ácido y-amino-j3—
hidroxibutírico) , 5—alanina, ¿—aminovalerato y c—aminocaproato.
La reacción cruzada con cada uno de estos compuestos
quedó anulada mediante el tratamiento del antisuero con las
correspondientes sustancias, acopladas a bolas de poliacrilamida
mediante glutaraldehído.
El test de inmunorreacción realizado sobre tiras de
papel de nitrocelulosa (I-iodqson> , con 50 pmol—500 nmol de los
antígenos correspondientes, reveló inmunorreacción del antisuero
sólo frente a CABA.
Observamos que la dilución 1:1000 resulté ser la que
proporcionó los óptimu8 r&~ulLadu~ éut estos tests.
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5.- OBTENCIóN DEL ANTISUERO ESPECIFICO FRENTE A TIAMINA
:
En el complejo conjugado Tiamina—BSA utilizado en el
protocolo de inmunización, la concentración de tiamina fue
estimada en 25 moléculas de Tiamina por cada molécula de BSA, de
acuerdo con la determinación mediante fluorescencia.
En el test de inmunodifusión se observó inmunorreacción
positiva, contra BSA y Tiamina-ESA, en el suero A; mientras que
no existía reacción contra estos antígenos para los antisueros
B y e, puesto que los anticuerpos contra ESA fueron adsorbidos
mediante sefarora-4B-ErCN acoplada a ESA. Ninguno de los
antisueros mostraba reacción positiva con Tiamina o Tiamina
pirofosfato en los test de inmunodifusión, como ocurre
generalmente con las moléculas hapténicas. En los tests de
inmunodifusión de los sueros A, E y C se demostró reacción
negativa con tiroglobulina-Tiamina, porque tales sueros carecen
de anticuerpos contra tiroglobulina. Tanto el antisuero A como
E, mostraron reacción positiva frente a los conjugados BSA-
Tiamina y tiroglobulina—Tiamina y contra Tiamina o Tiamina—
pirofosfato en el método del DAES, ya que contienen anticuerpos
cuuiLra TIct±L¡iíld; $LII ÉILLLJÚISO, nO SC uDSCÍiV5 reacc}or, con el
antisuero C. De igual forma, los antisueros A y E mostraron
reacción positiva en tiras de nitrocelulosa activadas con
glutaraldehído y acopladas a Tiamina o Tiamina—pirofosfato,
mientras que el antisuero C no muestra reacción en tal test.
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La mayor intensidad de la reacción del antisuero E,
medida gracias a la utilización de un densitómetro, en las tiras
de papel de nitrocelulosa, fue estimada en la dilución de 1:500.
Como control, las tiras de papel de nitrocelulosa activadas con
glutaraldehído, fueron tratadas con hemocianina (50 gmol) en vez
de Tiamina o Tiamina—pirofosfato, y posteriormente procesadas de
acuerdo con el método del PAP.
Las reacciones inmunohistoguimicas fueron positivas con
los antisueros A y E, y negativas, sin embargo, con el antisuero
C, al igual que ocurría al suprimir el antisuero específico en
el método del PAR. Las moléculas semejantes a Tiamina fueron
demostradas en las secciones histológicas con el antisuero 5 en
diluciones 1:1000 y 1:2000.
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6.- OBTENCIóN DEL ANTISUERO ESPECIFICO FRENTE A
FOSFOCREATINA
:
En el complejo conjugado fosfocreatina—BSA utilizado
en el proceso de inmunización, se estimé la concentración de
fosfocreatina en 8.8 mg ml<.
Observamos que inicialmente el antisuero presentaba
reacción, en el test de inmunodifusión, frente a BSA y a BSA—
fosfocreatina. La reacción cruzada con cada uno de estos
compuestos quedó anulada mediante el tratamiento del antisuero
con las correspondientes substancias acopladas a las bolas de
poliacrilamida mediante glutaraldehído.
En el test de Hodgson llevado a cabo sobre tiras de
papel de nitrocelulosa, utilizando 50 ginol de los antígenos,
reveló imnunorreacción positiva sólo frente a fosfocreatina.
Las reacciones inmunoqulinicas demostraron que las
diluciones 1:500 y 1:1000 eran las que proporcionaban los óptimos
resultados.
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7.- INMUNOLOCALIZACIÓN DE GABA
:
La técnica del inmunomarcaje indirecto se ha llevado
a cabo utilizando el método del PAP, y usando diluciones 1:100
y 1:200 de los dos antisueros específicos contra CABA, en primer
lugar el obtenido en nuestro laboratorio, según el protocolo ya
mencionado en el apartado de material y métodos, y en segundo
lugar el monoclonal suministrado por la casa comercial.
El estudio de la inmunolocalización de CABA a
microscopIa óptica pone de manifiesto la presencia de fuerte
inmunorreacción en terminaciones de las células cesto que se
hallan rodeando a las células de Purkinje (Figs. 55 y 57) , y en
el cono axonal de las propias células de PurRinje (Fig. 56)
A microscopia óptica hemos observado inmunoteñidos
contra CABA el endotelio de los capilares presentes tanto en la
capa molecular como granular (Fiqs. 57 y 53) , así como diversas
estructuras celulares que se hallan rodeando a los capilares
cerebelosos (Figs. 56 y 58)
Sin embargo, id £uicLGsGOfuia óptica no permite discernir
la naturaleza exacta de las estructuras, inmunoteñidas contra
CABA, que se hallan en contacto con los elementos vasculares. Por
ello el análisis ultraestructural se hace absolutamente
imprescindible para nuestro propósito.
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El análisis a microscopia electrónica de la
distribución del inmunomarcaje frente a CABA en la corteza
cerebelosa de rata, nos ha permitido distinguir reacción positiva
en el citoplasma de la célula endotelial que constituye el
capilar (PÁg. 59> , tanto en los capilares presentes en la capa
granular como en la capa molecular. La reacción se observa como
un precipitado denso electrónicamente muy patente, y distribuido
de forma homogénea por todo el citoplasma endotelial.
Las células gliales presentes en la corteza cerebelosa
de rata aparecen a menudo inmunoteñidas frente a CABA, tanto
frente al anticuerpo monoclonal como al policlonal, (Fig. 60).
En este sentido, la glía perivascular, asociados íntimamente a
la membrana basal que rodea a la pared capilar, también se ha
observado inmunopositiva frente a CABA (PÁgs. 61 y 62> , tanto en
los capilares que se localizan en la capa molecular como en la
granular de la laminilla cerebelosa.
El método indirecto de inmunomarcaje contra CABA nos
ha permitido observar, así mismo, reacción positiva en diversas
estructuras de naturaleza nerviosa, asociadas al microambiente
capilar. El análisis ultraestructural, nos ofrece la posibilidad
de observar células grano pasiLivas pata am~us ax¡u±buutOS frente
a CABA, asociadas a los capilares cerebelosos, separadas en
algunos casos por la presencia del envoltorio de naturaleza glial
que rodea a los capilares, y en otros casos, asociadas
estrechamente al endotelio cerebral (ng. 62>
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Así mismo, dendritas inmunopositivas contra CABA, tanto
frente al anticuerpo monoclonal como al policlonal, se han
observado en el entorno de los capilares cerebelosos, manteniendo
estrecho contacto con la membrana basal que rodea a la pared
capilar.
Nuestros estudios nos han permitido poner en evidencia
la presencia de terminales axónicos CABAérgicos en el
microentorno de los capilares cerebelosos de la rata. Hemos
observado terminales axónícos, positivos contra CABA, separados
de la pared de los capilares por la presencia del envoltorio
glial perivascular (PÁg. 63) ; aunque en muchos de los casos, la
gUa perivascular aparece sumamente adelgazada y se limita a las
dos estructuras de bicapa lipidica de la membrana de la célula
glial (Fig. 64). Sin embargo, es posible poner da manifiesto
terminales axónicos inmunopositivos contra CABA en contacto
íntimo con la membrana basal que se halla rodeando al pericito
(Fig. 65) , y con la membrana basal que rodea a la propia célula
endotelial de los capilares de ita corteza cerebelosa de rata
(Fig. 66) . La reacción positiva aparece como un precipitado denso
a los electrones, asociado a las vesículas sinápticas presentes
en el terminal axóníco.
No hemos observado reacción positiva contra CABA
asociada a los elementos celulares descritos anteriormente en
ninguno de los controles llevados a cabo de forma paralela; bien
sustituyendo los antisueros específicos por suero normal de
conejo o ratón (en el caso del anticuerpo policlonal y monoclonal
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respectivamente> , omitiendo el antisuero específico, o bien
utilizando los antisueros preadsorbidos previamente con el
antígeno correspondiente (CABA>
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8.- INMIJNOLOCALIZACIÓN DE pAn
:
La inmunolocalización de CAO, usando el antisuero
policlonal contra CAO, en dilución 1:200, coincide a microscopia
óptica, con la observada para CABA. Se observa inmunorreacción
positiva alrededor de las células de Purkinje, y en el citoplasma
de diversas estirpes celulares, células Golgi y grano, presentes
en ambas capas de la laminilla cerebelosa.
Así mismo resulta posible observar tinción
imnunopositiva frente a CAO en el endotelio de los capilares
cerebelosos, tanto en la capa molecular, granular <Fig. 68>, en
la capa de las células de Purkinje <Fig. 67> y en la sustancia
blanca bajo la corteza cerebelosa.
Es posible advertir la presencia de citoplasmas
celulares en estrecho contacto con la membrana basal de los
capilares, o prolongaciones celulares que alcanzan a los
capilares cerebelosos y que resultan imnunopositivos contra CAO
(Figs. 69 y 70>.
Sin embargo, solo las técnicas inmunohístoquinicas
aplicadas a la localización ultraestructural, nos permiten
distinguir la naturaleza de las estructuras celulares que
aparecen en asociación con los capilares y reconocer las
características exactas de tal asociación.
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La utilización de las técnicas de inmunomarcaje
indirecto <PAF> contra CAn, aplicadas a la microscopia
electrónica, nos permiten poner de manifiesto la presencia de
inmunopositividad contra GAD en los distintos componentes que
forman parte de la barrera hematoencef álica en los capilares de
la corteza cerebelosa.
La glía astrocitaria existente en la corteza cerebelosa
aparece a menudo inmunoteñida contra CAD. El producto de
inmunorreacción aparece distribuido de forma homogénea por todo
el citoplasma de la célula glial <Fig. 71). La glía perivascular
que se encuentra en estrecho contacto con la membrana basal que
rodea al pericito <Fig. 80) o a la propia célula endotelial
<Figs. 72 y 77), aparece, así mismo, frecuentemente inmunoteñida
frente al antisuero policlonal contra CAn. El marcaje
inmunohistoquimico aparece a modo de un precipitado denso
electrónicanente y distribuido de forma homogénea en el
citoplasma celular y en las prolongaciones gliales que alcanzan
a los capilares de la corteza cerebelosa.
A menudo, la célula endotelial que constituye la pared
de los capilares de la corteza cerebelosa de rata, aparecen
inmunomarcadas positivamente contra CAD <ng. 73). La reacción
se advierte bien distribuida homogéneamente en el citoplasma
endotelial o bien asociada a las numerosas estructuras
vesiculares que pueden ponerse de manifiesto en el citoplasma de
la célula endotelial.
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El envoltorio glial que rodea la membrana basal de los
capilares, no constituye una vaina continua, sino que su
presencia se interrumpe para permitir que diversas estructuras
de naturaleza nerviosa puedan entrar en contacto con los membrana
basal que rodea a los diversos componentes de la barrera
hematoencefálica.
En estrecho contacto con la membrana basal que rodea
a los elementos vasculares de la corteza cerebelosa, hemos
advertido la presencia de diversas estirpes celulares de
naturaleza nerviosa inmunopositivas frente a CAO. En este
sentido, en la capa granular se observan células grano,
inmunopositivas contra CAO asociadas a los capilares sanguíneos
(Fig. 74) . En la capa molecular cerebelosa, el análisis
ultraestructural revela la existencia de células Cesto (PÁg. 75)
y células estrelladas (PÁg. 76> , inmunopositivas ambas frente a
CAO, y asociadas estrechamente a la membrana basal que rodea a
los capilares cerebelosos.
Reacción positiva contra el antisuero antí—CAD hemos
observado en citoplasmas dendríticos que aparecen estrechamente
asociados a la membrana basal que rodea a la pared capilar (Figs.
77 y 78) . La reacción aparece distribuida de forma homogénea en
el citoplasma de la dendrita, y particularmente intensa alrededor
de las mitocondrias.
El análisis a microscopia electrónica del inmunomarcaje
contra CAD revela, así mismo, reacción positiva en terminaciones
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axónicas que aparecen en el entorno de los capilares,
generalmente separados de la pared vascular por la presencia del
envoltorio glial perivascular (PÁg. 79) . Sin embargo el análisis
permite poner en evidencia terminales axónicos positivos frente
a CAO en estrecho contacto con la membrana basal que rodee a los
elementos vasculares de la corteza cerebelosa, (PÁgs. 80 y 81)
El producto de la inmunotinción se observa asociado a las
vesículas sinápticas del terminal axónico.
Ño se observa inmunorreacción positiva
antisuero policlonal contra CAO, en ninguno de los
llevados a cabo paralelamente; sustituyendo el
específico por suero normal de conejo u omitiendo el
específico.
frente al
controles
antisuero
antisuero
—.124.—
9.- INMUNOLOCALIZACIÓN DE TAURINA
:
El método de inmunomarcaje indirecto del PAP,
utilizando diluciones 1:100 y 1:200 del antisuero policlonal
comercial anti—taurina, revela a microscopia óptica que la
reacción inmunocitoquimica se localiza principalmente en soma de
las células de Purkinje que limitan las capas granular y
molecular. Este intenso marcaje inmunopositivo se observa, así
mismo, en el árbol dendrítico apical que asciende a través de la
capa molecular de la laminilla cerebelosa (PÁg. 82)
Se observa reacción positiva en las células
endoteliales de los vasos que irrigan la corteza cerebelosa,
tanto en la capa molecular como en la granular, e incluso en la
sustancia blanca subyacente (PÁg. 33)
A microscopia óptica hemos advertido la presencia de
inmunorreacción positiva en estructuras celulares adosadas
estrechamente a la pared de los capilares cerebelosos (Fig. 84>
cuya naturaleza no es posible determinar con la microscopia de
luz.
La utilización de las técnicas inmunohistoquimicas
indirectas del PAP, aplicadas a la microscopia electrónica, nos
permite, por una parte, comprobar los resultados obtenidos en las
técnicas de microscopia óptica y por otra parte, aportar otras
nuevas consideraciones al estudio de la localización de taurina
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en el cerebelo.
Los estudios ultraestructurales nos han permitido
evidenciar inmunorreacción positiva para taurina en el citoplasma
(Fig. 85) y las dendritas de las células de Purkinje (Fig. 86)
hechos ya observados en el análisis a microscopia de luz. El
producto del inmunomarcaje se observa a modo de granulado denso
electrónicamente y homogéneo en todo el curso apical del penacho
dendrítico.
Así mismo, hemos advertido marcaje inmunopositivo
contra taurina en las fibras musgosas que constituyen las
aferencias cerebelosas, y en los axones de Colgi que constituyen
parte del glomérulo cerebeloso multisináptico, (Figs. 87, 88 y
89> . El marcaje inmunohistoquimico se muestra muy patente, denso
a los electrones y asociado principalmente a las vesículas
sinápticas y a la membrana externa de las mitocondrias presentes
en los terminales axónicos.
Los distintos componentes que forman parte de la
barrera hematoencefálica, en la corteza cerebelosa de rata son
ricos en taurina. Nuestras observaciones nos permiten poner de
t--- “
manifiesto la presencia ue marcaj ~ ±íiínuítupusiuxvu cullul a Laurina
en el citoplasma de la propia célula endotelial, en los capilares
presentes en la capa molecular (Fig. 90) , granular (Fig. 91) y
los presentes en la sustancia blanca sobre la que descansa la
laminilla cerebelosa. En todos los casos la reacción contra
taurina se muestra a modo de precipitado denso a los electrones,
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distribuido de forma homogénea a lo largo del delgado citoplasma
endotelial
En algunos casos es posible observar terminaciones
axónicas en estrecho contacto con la pared capilar inmunopositiva
frente a taurina.
Así mismo, el estudio ultraestructural nos permite
poner en evidencia inmunomarcaje positivo contra taurina en la
glía perívascular que rodea a la membrana basal de la pared
capilar y abraza a los vasos sanguíneos cerebelosos, (PÁgs. 92
y 9~> . La reaccion se observa principalmente distribuida por todo
el citoplasma glial, pero concentrada particularmente alrededor
de las mitocondrias y otros sistemas de endomembranas. A menudo,
la glia perivascular inmunopositiva frente a taurina, no forma
un envoltorio continuo alrededor de los capilares, y permite con
ello, que elementos de naturaleza nerviosa puedan entrar en
estrecho contacto con la pared vascular (ESq. 93)
Dado que el envoltorio glial perivascular no es del
todo continuo, es posible poner de manifiesto citoplasmas
dendríticos inmunopositivos frente al antisuero anti—taurina y
que se hallan en estrecha a~u~ lación con la membrana basal que
rodea a la pared vascular, (PÁg. 94) . El producto de la
inmunorreacción aparece a modo de precipitado denso a los
electrones y distribuido de forma homogénea a lo largo del
citoplasma dendritico.
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Aunque en la corteza cerebelosa, los axones
inmunomarcados para taurina son escasos, el exhaustivo análisis
ultraestructural nos ha permitido la oportunidad de poner de
manifiesto terminales axónicos taurinérgicos. Observamos
terminales axónicos taurinérgicos haciendo sinápsis con células
Colgi (PÁg. 39) y otros terminales que se hallan en estrecha
asociación con la membrana basal que rodea a los componentes
vasculares, célula endotelial y pericito; aunque en su mayoría
aparecen separados de los capilares por el envoltorio glial (Fig.
95) . En ambos casos el producto de la inmunotinción se observa
asociado tanto a las vesículas sinápticas como a la membrana
mitocondrial externa de estos orgánulos celulares presentes en
las terminaciones axónicas.
En ninguno de los controles realizados de forma
paralela, se ha observado reacción positiva asociada a los
elementos cerebelosos descritos anteriormente; bien sustituyendo
el antisuero específico por suero normal de conejo, omitiendo el
antisuero específico, o bien preadsorbiendo este previamente con
taurina purificada comercial.
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lo. - INMUNOLOCALIZAOIÓN DE GLICINA
:
La aplicación de las técnicas inmunohistoquimicas del
PAF, utilizando diluciones de 1:100 y 1:200 del antisuero
policlonal anti-glicina permite observar a microscopia óptica
inmunotinción positiva en el cono axonal de las células de
Purkinje, así como rodeando al soma de dicha estirpe celular. Es
posible observar inmunomarcaje positivo, frente a este antisuero,
en las células endoteliales de los capilares presentes en la
corteza cerebelosa (PÁg. 96a>, así como en células cerebelosas
que se hallan asociadas estrechamente al microambiente de los
capilares (PÁg. 96b)
La determinación de la naturaleza de las estructuras
inmunopositivas frente a glicina que se hallan en relación con
el microambiente capilar ha sido posible gracias a la aplicación
de las técnicas inmunohistoquímicas al nivel de la microscopia
electrónica.
Ultraestructuralmente podemos poner de manifiesto
reacción positiva frente a glicina en el citoplasma de las
células endoteliales de los capilares cerebelosos, presentes
tanto en la capa granular como molecular de la laminilla (Fig.
97) . El marcaje se revela a modo de un precipitado denso
electrónicamente y distribuido alrededor de las numerosas
vesículas y orgánulos presentes en el citoplasma endotelial.
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La células gliales y sus prolongaciones que se
encuentran rodeando a la membrana basal que encierra a los
capilares cerebelosos, aparecen a menudo inmunopositivas frente
a glicina. Este marcaje se observa tanto en los capilares
presentes en la capa molecular (PÁgs. 98 y 99) , en los existentes
en la capa granular (Fig. 100>, y en aquellos presentes en la
sustancia blanca que subyace a la laminilla cerebelosa (Fig.
101) . La reacción aparece distribuida de forma homogénea a lo
largo de las proyecciones gliales, así como asociada a los haces
de gliofilamentos presentes en el citoplasma glial.
La vaina glial perivascular que rodea a los capilares
cerebelosos, se interrumpe, perdiendo su continuidad, para
permitir con ello que elementos de naturaleza nerviosa puedan
entrar en contacto con los elementos vasculares. En relación con
este hecho, la técnica de inmunomarcaje indirecto del PAP contra
glicina, nos ha permitido poner de manifiesto la existencia de
citoplasmas dendríticos, inmunopositivos contra glicinar
asociados a la membrana basal que rodea a la pared vascular (Fig.
102) En estos elementos nerviosos, el precipitado denso a los
electrones que revela la positividad en la inmunorreacción
aparece distribuido homogéneamente a lo largo de la dendrita. Es
pusible, a~.t n±~w, poner de manifiesto 1 a existencia de
terminaciones axónicas positivas para glicina, que aunque en
mayor proporción se pueden observar cercanos a los elementos
vasculares, pero separados de estos por la envuelta glial (Eig.
103>, resulta posible observarlas en estrecho contacto con la
membrana basal que rodea a la pared capilar. En ellas, el
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producto de la inmunorreacción aparece asociado a las vesículas
sin~pticas presentes en el terminal.
Las reacciones, realizadas como control del estudio,
implicaron la sustitución del antisuero específico por un suero
normal de conejo, la omisión del antisuero específico, y la
utilización de un antisuero específico preadsorbido previamente
con glicina purificada. En estas reacciones control realizadas
de forma paralela, no se ha observado ninguna reacción
inmunopositiva en los elementos vasculares, gliales y de
naturaleza nerviosa descritos con anterioridad.
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11.- INMUNOLOOALIZACION DE SEROTONINA
:
El estudio de la inmunolocalización de serotonina a
microscopia óptica se ha realizado utilizando la técnica del
inmunomarcaje indirecto del PAP, utilizando el antisuero
policlonal contra serotonina en dilución 1:200. El análisis no
ha permitido observar marcaje positivo en gran número de
capilares presentes en la corteza cerebelosa, siendo el
inmunomarcaje de los capilares más numeroso en aquellos presentes
en la capa granular (PÁg. 104> Así mismo, resulta posible
demostrar la presencia de prolongaciones de células gliales,
positivas frente a serotonina, alcanzando a los capilares
cerebelosos, al igual que prolongaciones celulares cuya
naturaleza no puede precisarse a microscopia de luz.
El análisis de la localización ultraestructural de
serotonina, utilizando así mismo, el método del inmunomarcaje
indirecto, nos permite poner de manifiesto, la presencia de
inmunorreacción positiva en el citoplasma de gran número de
células endoteliales (PÁg. 105) . Este marcaje se ha observado
principalmente asociado a las numerosas vesículas y orgánulos
citopiásmicos presentes en el delgado citoplasma euiduLelial.
Como ya se había observado a microscopia óptica, el
estudio ultraestructural corrobora la existencia de gran número
de proyecciones gliales inmunopositivas frente a serotonina,
rodeando a los capilares cerebelosos, tanto en los presentes en
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la capa molecular, como en la capa granular (Figs. 106 y 107>
El producto de la inmunorreacción se observa en gran medida con
una distribución homogénea en el citoplasma glial, pero parece
asociarse principalmente a los haces de gliofilamentos y a los
sistemas de endomembranas presentes en las prolongaciones
gliales.
El análisis a microscopia electrónica permite poner de
manifiesto la existencia de somas neuronales inmunopositivos
frente a serotonina, asociados estrechamente a la membrana basal
que rodea a la pared capilar, en los que el precipitado denso que
revela el marcaje contra dicho neurotransmisor, aparece
distribuido de forma homogénea a los largo del citoplasma
neuronal (1Kg. 108>
Dado que el envoltorio glial perivascular no constituye
una vaina continua, el análisis ultraestructural de
inmunolocalización nos ha permitido poner de manifiesto la
existencia de terminaciones axónicas, inmunopositivas frente al
anticuerpo contra serotonína, en estrecho contacto con la pared
de los capilares cerebelosos (PÁg. 109) . En este caso el producto
de la inmunorreacción que revela la presencia del neuromediador
aparece asociado a ias vesículas sinápticas presentes &ñ el
terminal axónico.
En los distintos controles llevados a cabo
paralelamente, y en los que se utilizó suero normal de conejo en
vez del antisuero específico, se omitió este suero específico o
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se utilizó el suero específico preadsorbido previamente con
serotonina purificada, no se observó reacción positiva en los
elementos vasculares de la corteza cerebelosa, ni en los
elementos gliales y nerviosos asociados a la pared capilar
evidenciados en las reacciones no control.
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12..- INMUNoLocALIZACIÓN DE TIAMINA
:
La utilización de la técnica inmunohistoquimica del PAP
se ha realizado utilizando diluciones 1:200 y 1:500 del antisuero
policlonal contra Tiamina obtenido en nuestro laboratorio según
el protocolo expuesto previamente en el apartado de material y
métodos.
A microscopia óptica los estudios nos han permitido
poner de manifiesto numerosas células endoteliales
inmunopositivas frente a nuestro antisuero (Fig. 110) , tanto en
los capilares presentes en la capa molecular como granular de la
corteza cerebelosa de la rata.
A nivel ultraestructural podemos poner de manifiesto
reacción inmunopositiva frente a Tiamina en el citoplasma de las
células endoteliales de numerosos capilares cerebelosos,
independientemente de su ubicación en la laminilla cerebelosa
(Figs. 111 y 112> . A pesar de que la reacción inmunocitoquimica
se presenta como un precipitado denso a los electrones
distribuida de forma homogénea a lo largo del citoplasma
endotelial, podemos observar la asociación de este producto de
la inmunorreacción con los orgánulos y las numerosas vesículas
presentes en el citoplasma endotelial (Fig. 111)
Las células gliales y sus prolongaciones que alcanzan
a rodear la membrana basal que limita la pared capilar aparecen
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a menudo inmunopositivas frente al antisuero policlonal contra
Tiamina. La reacción inmunocitoquimica aparece distribuida de
forma homogénea a lo largo del citoplasma glial (PÁg. 113>
El envoltorio glial que se halla rodeando a los
capilares cerebelosos no constituye una vaina continua, sino que
su presencia se interrumpe en algunos puntos, permitiendo que
numerosas estructuras de naturaleza nerviosa puedan entrar en
contacto con los elementos vasculares que constituyen la barrera
hematoencefálica.
El análisis ultraestructural nos ha permitido poner de
manifiesto la existencia de citoplasmas dendríticos
inmunopositivos frente al antisuero contra tiamina, en estrecha
asociación con la membrana basal que rodea a la pared capilar
(Fig. 114) . La reacción se observa a modo de precipitado denso
a los electrones y con una disposición homogénea a lo largo de
la dendrita.
Así mismo, el exhaustivo análisis a microscopia
electrónica de las estructuras nerviosas asociadas a la pared
vascular, no ha permitido demostrar la existencia de algunos
terminales axariicus, positivos frente a nuestro antisuero y
asociados estrechamente a la pared de los capilares cerebelosos
(PÁg. 115) . En este sentido, el producto de la inmunorreacción
aparece asociado a las vesículas presentes en el terminal.
La realización de los pertinentes controles
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inmunocitoquimicos, llevados a cabo de forma paralela, permitió
poner de manifiesto la falta de reacción positiva en los
elementos celulares descritos anteriormente. Estos implicaron la
substitución del antisuero específico por suero normal de conejo,
la omisión del antisuero específico y la substitución del
antisuero específico por el antisuero C.
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13.- INMUNOLOCALIZACIÓN DE ASPARTATO AMINoTRANSFERASA
:
La técnica de inmunomarcaje indirecto se ha llevado a
cabo utilizando en método del PAF, con diluciones 1:200 y 1:500
del antisuero policlonal específico contra AAT obtenido en
nuestro laboratorio, según el protocolo ya mencionado previamente
en el apartado de material y métodos.
A microscopia óptica, el análisis permite demostrar la
existencia de citoplasmas endotelíales inmunopositivos frente a
nuestro antisuero (PÁg. 116) , así como en prolongaciones
celulares que alcanzan la pared de los vasos y cuya naturaleza
exacta, sólo es posible determinar mediante la aplicación de las
técnicas a la microscopia electrónica.
El análisis a microscopia electrónica de la
distribución del inmunomarcaje en la corteza cerebelosa de la
rata, nos ha permitido poner de manifiesto reacción positiva
frente a este antisuero en el citoplasma de numerosas células
endoteliales que forman parte de los capilares sanguíneos, tanto
en la capa granular como molecular. La inmunorreacción se observa
bajo dos aspectos. En primer lugar, liemos observado cii ¡~uiúerosos
capilares cerebelosos marcaje inmunopositivo en el citoplasma
endotelial que se encuentra adosado a la porción luminal de la
membrana plasmática (Fig. 118> . En otros capilares cerebelosos,
la reacción inmunológica aparece distribuida de forma homogénea
en todo el espesor del citoplasma endotelial (Fig. 117) , y
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asociada a las numerosas estructuras de naturaleza vesículas
presentes en el endotelio capilar.
En numerosos capilares cerebelosos, independientemente
de su localización en una o otra capa de la laminilla cerebelosa,
el análisis ultraestructural revela inmunotinción positiva en las
prolongaciones gliales que alcanzan la membrana basal que rodea
a la pared capilar (Fig. 119) . A pesar de que el precipitado
denso que revela la reacción antígeno—anticuerpo se muestra
distribuido de forma homogénea a los largo del citoplasma glial,
resulta posible observar la inmunorreacción asociada a los haces
de gliofilamentos.
El método de inmunomarcaje indirecto contra AAT nos ha
permitido observar, así mismo, reacción positiva en diversas
estructuras de naturaleza nerviosa asociadas estrechamente al
microambiente capilar, ya que la gua perivascular no constituye
un envoltorio totalmente continuo. En este sentido, el análisis
ultraestructural permite poner de manifiesto terminaciones
dendríticas inmunopositivas frente al antisuero contra AAT
asociadas al microambiente de los capilares cerebelosos. En
muchos de los casos, entre el elemento de naturaleza nerviosa y
los componentes vascular~~ ~i bl e destacar la presencia de
la glial perivascular interpuesta (Fig. 120> ¿ sin embargo,
también es posible poner de manifiesto citoplasmas dendríticos
positivos frente al antisuero contra AAT en estrecho contacto con
la membrana basal que rodea a los capilares cerebelosos (Figs.
121 y 122>
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Nuestros estudios han permitido poner en evidencia la
presencia de terminales axónicos positivos contra AAT en el
microentorno de los capilares cerebelosos, asociados
estrechamente a la membrana basal que rodea la pared de los
capilares sanguíneos (Fig. 123) . El marcaje inmunopositivo se
observa como un precipitado denso electrónicamente asociado a las
vesículas sinápticas presentes en el terminal axónico.
No hemos observado reacción positiva contra AAT
asociada a ninguno de los elementos celulares descritos
anteriormente en ninguno de los diferentes controles llevados a
cabo paralelamente, bien substituyendo el antisuero específico
por tampón fosfato (CAN, pH=7.4), substituyéndolo por suero
normal de conejo, o bien por suero anti—AAT preadsorbido con
cantidad suficiente de AAT para inhibir la reacción
inmunocitoquimica.
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14.- INMUNOLOCALIZACIÓN DE Na~/IC~-ATPasa
:
La utilización de la técnica inmunohistoquimica del PAP
aplicada a la microscopia electrónica, se ha realizado utilizando
la dilución i:5 del antisuero policlonal contra la ATPasa Nat/K.
Nuestras observaciones nos han permitido poner de
manifiesto reacción positiva frente al antisuero en el citoplasma
de numerosas células endoteliales de los capilares cerebelosos,
tanto en los presentes en la capa molecular, en la granular y
en la substancia blanca subyacente. La reacción se observa a modo
de precipitado denso electrónicamente y asociado de forma
exclusiva a la membrana luminal de las células endoteliales (PÁg.
125)
No hemos observado reacción positiva en las células
endoteliales de los capilares cerebelosos, en ninguno de los
controles llevados a cabo de forma paralela; bien substituyendo
el antisuero específico por suero normal de conejo o bien
omitiendo dicho antisuero.
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15.- INMUNOLOCALIZACIÓN DE FOSFOCREATINA
:
El método de inmunomarcaje indirecto del PAP se ha
llevado ha cabo utilizando diluciones 1:200 y 1:500 del antisuero
policlonal contra fosfocreatina, obtenido en nuestro laboratorio
según el protocolo mencionado anteriormente en el apartado de
material y métodos.
El análisis ultraestructural nos ha permitido poner de
manifiesto la presencia de inmunorreacción positiva contra este
antisuero en el citoplasma de numerosas células endoteliales que
forman parte de los capilares sanguíneos, tanto en los presentes
en la capa molecular en la capa granular, como en aquellos
presentes en la sustancia blanca subyacente (Figs. 126, 127, 128,
129 y 130) . A pesar de que principalmente este producto de
inmunorreacción aparece como un precipitado denso
electrónicamente y distribuido homogéneamente a lo largo de todo
el citoplasma endotelial, resulta posible observarlo asociado a
la cara citoplásmica de la membrana mitocondrial externa (Fig.
129> y a las numerosas vesículas que se hallan presentes en el
interior del citoplasma de la célula endotelial (Fig. 130)
Así mismo, hemos advertido la existencia de marcaje
inmunopositivo contra este antisuero policlonal frente a
fosfocreatina en las algunas prolongaciones de citoplasmas
gliales que se encuentran asociadas a la membrana basal que rodea
la pared de los capilares cerebelosos (Fig. 131) . En este caso,
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el producto de la reacción inmunológica aparece también
distribuido de forma homogénea a lo largo del citoplasma glial.
El análisis ultraestructural no ha revelado reacción
positiva contra fosfocreatina asociada a los elementos celulares
descritos anteriormente en ninguno de los controles llevados a
cabo de forma paralela; bien substituyendo el antisuero
específico por suero normal de conejo, o bien omitiendo el
antisuero específico.
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16.- INMIJNOLOOALIZACIÓN DE CLATRINA
:
Las técnicas inmunohistoquimicas del PAF aplicadas a
la localización de moléculas semejantes a clatrina en la corteza
cerebelosa, se han aplicado utilizando la dilución 1:40 del
antisuero policlonal contra clatrina desarrollado en cabra. A
microscopia óptica, el marcaje aparece de forma patente en el
citoplasma de las células de Purkinje (PÁg. 132> . Así mismo,
resulta posible observar inmunomarcaje positivo en el citoplasma
de algunas de las células endoteliales que tapizan los capilares
de la corteza cerebelosa (Fig. 133)
Para poder revelar la naturaleza exacta de las
estructuras inmunopositivas a clatrina en el entorno de los
capilares, resulta imprescindible la aplicación de las técnicas
de inmunomarcaje indirecto del PAP aplicadas al análisis
ultraestructural.
La microscopia electrónica nos permite poner de
manifiesto la presencia de evidente inmunomarcaje positivo en la
porción luminal de la célula endotelial de gran número de
capilares presentes en la corteza cerebelosa (Fiy. 134>. En el
citoplasma endotelial, hemos observado, la presencia de vesículas
de pinocitosis inmunopositivas frente a clatrina, de forma que
el producto de la inmunorreacción aparece asociado a la cara
externa de sus membranas, (PÁg. 135)
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Las células astrogliales perivasculares, que emiten sus
prolongaciones para abrazar a los capilares presentes en la
corteza cerebelosa, se observan frecuentemente inmunopositivas
frente a clatrina (PÁgs. 136 y 137> . El producto denso a los
electrones que demuestra la presencia de moléculas semejantes a
clatrina, aparece distribuido de forma homogénea a lo largo del
citoplasma astroglial; aunque a veces pueden formarse pequeños
acúmulos bajo la cara citoplásmica de la membrana glial que se
encuentra en contacto con la membrana basal que rodea a la pared
capilar (PÁg. 137>.
La vaina glial perivascular, no resulta ser un
envoltorio continuo, de forma que es posible observar algunas
discontinuidades, que, aunque no muy numerosas, permiten el
establecimiento de puntos de contacto entre los elementos
vasculares que forman parte de la pared capilar y los diversos
constituyentes de la corteza cerebelosa. En este sentido, en el
análisis de la distribución de la inmunorreactividad a clatrina,
hemos podido poner de manifiesto somas que corresponden a células
de Purkinje, inmunopositivos frente al antisuero anti—clatrina,
en estrecho contacto con la membrana basal que rodea a la pared
capilar, (Fig. 137> . La inmunorreacción aparece asociada
principalmente a las iiuitiei uSas ~S LI uutúí as endouu¡umbranosas que
se encuentran en el citoplasma celular.
En numerosas dendritas presentes en la capa molecular
del cerebelo, hemos podido poner de manifiesto inmunopositividad
a clatrina (Fig. 138) . La reacción aparece asociada a numerosas
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estructuras de naturaleza vesicular presentes en el citoplasma
dendrítico. En relación con los capilares cerebelosos, se han
observado dendritas inmunopositivas frente al antisuero anti—
clatrina, pero no asociadas estrechamente a la pared vascular,
sino separadas de la membrana basal por una delgada lámina
correspondiente a glia perivascular (1Kg. 139>
En la corteza cerebelosa aparecen también terminaciones
axónicas positivas a clatrina (PÁg. 140) . El producto de la
inmunorreacción que demuestra la presencia de moléculas
semejantes a clatrina, aparece asociado a las vesículas
sinápticas presentes en el terminal. El análisis ultraestructural
nos permite poner de manifiesto reacción positiva frente a
clatrina asociada a terminaciones axónicas que se encuentran en
estrecha asociación con la membrana basal que rodea a los
elementos que constituyen la pared capilar, (PÁg. 141). La
reacción inmunopositiva se puede observar localizada en pequeños
acúmulos formados en la cara citoplásmica de la membrana de la
terminación axónica que aparece en contacto con la membrana basal
de la pared vascular.
En las reacciones control llevadas a cabo de forma
paralela, y qu& impiiudIOll la su~tituuio¡i J~l antisuero
específico por suero normal de cabra y la omisión del antisuero
específico, no se observó inmunorreacción alguna en ninguno de
los elementos vasculares, gliales y nerviosos demostrados en las
reacciones no control.
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17.- INMUNOLOCALIZAOIÓN DE a-AOTINA
:
Las técnicas inmunohistoquimicas del PAP aplicadas a
la microscopia óptica, utilizando dilución 1:200 del antisuero
monoclonal contra a—actina revelan marcaje positivo muy patente
alrededor de las células de Purkinje, correspondiendo a la glial
de Bergmann que rodea a esta población neuronal (Fig. 142>
Aunque de manera mucho menos evidente, es posible observar
marcaje contra ú—actina en algunos tipos celulares en la
laminilla cerebelosa, pero cuya naturaleza no es posible
determinar a ciencia cierta con la microscopia óptica.
El análisis permite observar, así mismo,
inmunorreacción positiva frente al anticuerpo monoclonal contra
a—actina en el endotelio de gran número de capilares cerebelosos
y en su microambiente vascular (PÁg. 143) , distinguiéndose fibras
y prolongaciones celulares positivas frente a este antisuero que
alcanzan el microentorno de los capilares cerebelosos, pero que
sólo el posterior análisis ultraestructural permitirá discernir
la naturaleza exacta de tales estructuras.
La observación a ú±croscopia electrónica de la
distribución del marcaje inmunopositivo frente al antisuero
monoclonal contra cx-actina permite demostrar la presencia del
producto de la inmunorreacción en el citoplasma endotelial de
gran número de capilares cerebelosos (PÁgs. 144 y 145> , tanto en
los presentes en la capa molecular, granular, como en los que se
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ubican en la capa de las células de Purkinje. La reacción aparece
revelada en forma de precipitado denso a los electrones situado
principalmente alrededor de las numerosas vesículas y orgánulos
presentes en el citoplasma endotelial. A menudo estas vesículas,
inniunopositivas contra a—actina, pueden observarse asociadas a
la membrana abluniinal de la célula endotelial. Es posible
observar inmunorreacción contra a—actina, alrededor de cuerpos
de estructura vesicular presentes tanto en el citoplasma
endotelial como en el pericito (ng. 146).
El análisis ultraestructural permite corroborar las
observaciones realizadas a microscopia óptica. Los astrocitos
perivasculares, que se hallan rodeando la membrana basal de los
vasos cerebelosos, aparecen frecuentemente innunopositivos frente
a a—actina (Figs. 148, 149, 155 y 156). La inrnunorreacción
aparece distribuida homogéneamente a lo largo de las
prolongaciones astrogliales que alcanzan los vasos, sin embargo,
resulta frecuente observar el producto de la ininunorreacción
asociado a los haces de gliofilamentos, la membrana externa de
las mitocondrias, el abundante sistema de endomembranas y
formando pequeños actnulos en la cara citoplásmica de la membrana
plasmática que se halla en contacto con la membrana basal de la
pared vascular (Fígs. 148, 149 y 155).
La gULa cerebelosa de Bergmann, que se halla rodeando
a las células de Furkinje y las cesto, aparece a menudo
inmunopositiva frente a a-actina (Figs. 150, 151 y 152). Al igual
que se observa en el caso de la gULa astrocitaria, en la de
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Bergmann el producto de la inmunorreacción positiva aparece tanto
distribuido de forma homogénea a lo largo del citoplasma, como
asociado a los numerosos orgánulos citoplásmicos presentes.
Frecuentemente podemos poner de manifiesto la presencia de
células de la glial de Bergmann inmunopositivas frente a c~—
actina, rodeando los capilares cerebelosos presentes en esta zona
de las células de Purkinje (Fi9. 152>
En la capa molecular, frecuentemente la glía cerebelosa
que se halla rodeando los elementos presináptico y postsináptico,
aparece fuertemente inmunopositiva frente al antisuero monoclonal
contra a—actina (Fig. 154)
Como ya se había intuido en las observaciones a
microscopia óptica, el análisis ultraestructural permite poner
de manifiesto neuronas estrelladas inmunopositivas frente a a—
actina (Fig. 153> , acumulándose el producto de la inmunorreacción
preferentemente en las zonas postsinápticas. A pesar de que
aparecen estas células cercanas a los elementos vasculares, el
análisis permite hacer constar la presencia de glía perivascular
interpuesta entre los somas neuronales inmunopositivos frente a
este antisuero monoclonal y la membrana basal que se halla
rodeando a la pared Vs~uu±at
En la corteza cerebelosa resulta frecuente demostrar
la presencia de citoplasmas dendríticos inmunopositivos frente
a a—actina. En relación con los elementos vasculares que irrigan
la corteza, la mayoría de las dendritas positivas aparecen
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separadas del capilar por la presencia de gua astrocitaria
interpuesta; sin embargo, es posible poner de manifiesto la
existencia de dendritas positivas frente al antisuero anti-cx
actina, asociados a la membrana basal que rodea la pared capilar
(1Kg. 155) . En ambos casos, el producto de la inmunorreacción que
revela la presencia de Q—actina, aparece asociado principalmente
a los neurotúbulos, la membrana externa de las mitocondrias y la
cara citoplásmica de la membrana plasmática.
En estrecha asociación con la membrana basal que se
encuentra rodeando a la pared capilar, es posible poner de
manifiesto la presencia de terminaciones axónicas inmunoteñidas
frente a anti—a actina. En este caso, el marcaje se observa a
modo de precipitado denso a los electrones y asociado a las
vesículas sinápticas presentes en la terminación (Fig. 1%>
En los controles realizados de forma paralela, que
implicaron la sustitución del antisuero específico por suero
normal de ratón y la omisión del antisuero específico, no se
observó reacción positiva alguna en los elementos vasculares.
gliales y nerviosos descritos anteriormente.
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V.- DISCUSIÓN.
.151.—
1.— Barrera bematoence±álica: ultraestructura y rresencia de
moléculas con actividad funcional
.
Es un hecho conocido que los capilares cerebrales
constituyen la principal estructura morfológica responsable de
la formación de la barrera hematoencefálica. Sin embargo, los
capilares cerebrales están implicados en un gran número de
importantes funciones metabólicas y de transporte que pueden
resultar igualmente importantes para el funcionamiento cerebral.
El encéfalo se mantiene separado del resto del organismo
gracias no sólo a una separación espacial, sino también a través
de los complejos mecanismos bioquímicos y fisiológicos que
constituyen la barrera hematoencefálica.
La barrera bematoencefálica representa realmente un sistema
celular complejo. Pese a que principalmente la estructura
encargada del establecimiento de la barrera puede situarse a
nivel de las células endoteliales (Brightman, 1977> , existen
otras estructuras y estirpes celulares que pueden contribuir de
forma trascendental a la formación, inducción y mantenimiento de
la barrera hematoencefálíca. ta membrana o lámina basal, los
pericitos y las células de la glia perivascular constituyen estos
elementos.
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í.í. células endoteliales
:
Las células endoteliales de los capilares cerebelosos
constituyen células con características únicas, comparándolas cori
las que integran cualquier otro endotelio vascular. Son células
típicamente polarizadas, sus bordes aparecen sellados
íntimamente. De acuerdo con estudios previos en capilares
cerebrales (Reese et al., 1960; Reese & Karnowski, 1967;
Brightman & Reese, 1969; Betz et al., 1980; Nagy et al., 1984;
Burns, 1989) este precintado celular está representado por la
presencia de las uniones estrechas interendoteliales, las cuales,
permiten el establecimiento y mantenimiento de microdominios de
membrana diferentes entre las regiones luminal y abluminal de la
célula endotelial. Según estudios realizados con técnicas de
crío~iractura (Connel & Mercer, 1974; Dertmietzel, 1975; Shivers,
1979; Nagy et al.., 1984) estas uniones aparecen anastomosadas,
continuas y carentes de uniones cgap>. Esta regionalización de
la membrana conduce a la formación de un auténtico tejido
epitelial polarizado, y es la base estructural de las importantes
propiedades bioquímicas y funcionales que caracterizan el
mantenimiento de la barrera hematoencefálica. En este sentido,
la aplicación úe lss Léuuiiuas in1LLuiIu11i~LuL4utflhicas nos ha
permitido poner de manifiesto, en discrepancia con diversos
autores (Firth, 1977; Betz et al., 1980; Vorbrodt, 1982; Inomata
et al.., 1984; Mato & Nakamura, 1987; Latker et al., 1987) la
presencia de la ATPasa Na~/Kt en la porción luminal de la
membrana de las células endoteliales de los capilares cerebelosos
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de la rata. Nuestros resultados están, sin embargo, de acuerdo
con los trabajos previos de Vorbrodt & Trowbridge (1991b) . La
ATrasa Nat/K~, importante transportador iónico, implicado en el
mantenimiento del gradiente de concentraciones de iones a través
de la membrana y conservador de su potencial eléctrico (Darneil
et al., 1988), constituye un interesante marcador de membrana en
células típicamente polarizadas. Cracias a la implicación de esta
enzima en el mantenimiento del gradiente ionico, es interesante
su localización en relación con los procesos de transporte a
través de la misma.
El diámetro capilar ronda los 2—4 gm; sin embargo, la
superficie celular en contacto con el medio sanguíneo circulante
se ve fuertemente incrementada debido a la presencia de las
abundantes microveilosidades de aspecto digitiforme que se
proyectan hacia la luz del capilar. En la bibliografía consultada
no se hace referencia alguna a la presencia de estas proyecciones
citoplásmicas que podrían resultar de gran importancia funcional
como medio para incrementar la superficie de absorción a través
de la región luminal de la membrana plasmática endotelial.
La abundancia de atributos citoplásmicos en las células
endoteliales da cuenta de la elevada actividad que estas células
mamtienen al servicio del correcto mantenimiento de las
características específicas de la barrera hematoencefálica. Los
sistemas de endomembranas, retículo endoplasnático y complejo de
Colgí, se presentan altamente desarrollados, reflejando con ello
la alta actividad celular.. Según la mayoría de los autores (Reese
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et al., 1967; Westergaard & Brightman, 1973; Brightman, 1977) la
escasez de vesículas de pinocitosis constituye una de las
características más importantes de estas células. Nuestros
estudios a microscopia electrónica nos han permitido, sin
embargo, poner de manifiesto un número considerablemente elevado
de vesículas de pinocitosis, bien distribuidas en el citoplasma
endotelial o bien asociadas a las membranas luminal y abluminal
de la célula endotelial. Estas observaciones parecen estar más
de acuerdo con las consideraciones de Lossinsky et al. (1970>
quienes incluso plantean la existencia de una red túbulo-
vesicular en el citoplasma endotelial. Esta observación
morfológica está relacionada con un elevado índice de transporte
de substancias que son necesarias para el funcionamiento
cerebral. La gran variabilidad en estructura y contenido de estas
estructuras vesiculares puede dar cuenta de la diversidad en la
naturaleza de las substancias transportadas a través de la
barrera hematoencefálica. Estas observaciones se ven reforzadas
con nuestros estudios inmunocitoguimicos que nos han permitido
poner de manifiesto la presencia de moléculas semejantes a
clatrina en el interior del citoplasma de las células
endoteliales y alrededor de las numerosas vesículas membranosas
presentes en el citoplasma endotelial. Estos hechos están de
acuerdo con nuestia sugerencia de que en la pared de los
capilares cerebelosos debe existir un transporte de moléculas en
el que deben estar implicados procesos de endocitosis. Nuestra
observación ultraestructural de moléculas semejantes a a—actina
asociadas a las vesículas membranosas presentes en las células
endoteliales sugiere la implicación de estas moléculas en los
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procesos de transporte en la pared de los capilares cerebelosos.
Existen estudios previos sobre capilares cerebrales que
demuestran la presencia de moléculas de naturaleza contráctil
intervienen en los procesos de pinocitosis (Crowther et al.
1975; Pearse, 1976; LeBeux & Willemot, 1978; De Robertis & De
Pobertis, 1983; Izumi et al., 1991). Así mismo en relación con
las numerosas vesículas membranosas, nuestras observaciones
inmunocitoquimicas han puesto en evidencia la presencia de
moléculas semejantes a fosfocreatina, molécula importante como
reservorio de grupos fosfato activos que pueden jugar un papel
importante en los numerosos procesos de fosforilación presentes
en la célula endotelial y que intervienen en los procesos de
contracción en los que están implicadas proteínas de naturaleza
contráctil. Investigaciones previas han demostrado que la
fosfocreatina interviene de forma activa en la contracción
celular. En relación con ello, podría considerarse que la
presencia de fosfocreatina y de moléculas semejantes a a—actlna
en la pared de las vesículas de pinocitosis apoyaría la hipótesis
de la intervención de estas moléculas en los procesos de
transporte a través de los capilares cerebelosos.
La abundancia de mitocondrias observada en nuestro análisis
ultraestructural, ha 81W.) refei idd por diversos autores (Burns
et al., 1970, 1931, 1983> y constituye un importante reflejo de
las cuantiosas implicaciones energéticas necesarias para el
mantenimiento de las características propias de la barrera
hematoencefálica. En este sentido cabe destacar los trabajos
realizados por Fernández et al. (1983> en los que se describe una
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disposición peculiar de las crestas mitocondriales en la glía que
se halla envvolviendo los capilares cerebrales.
1.2.— Membrana basal
:
En los capilares cerebelosos la membrana basal aunque
patente, a menudo se observa sumamente adelgazada, no pudiendo
caracterizarse en todos los casos como la estructura trilaminar
característica descrita por Ferlmutter et al. (1990, 1991> . Pese
a ello, su presencia es constante rodeando a las células
vasculares. Se han propuesto diversas funciones en relación con
la representación de la membrana basal, así se sabe de su
implicación en procesos de adhesión celular (Martínez—Hernández
& Amenta, 1983; Carbisa & Negro, 1984; Aumalley & Timpí, 1986;
Lein et al., 1991), de su intervención como filtros selectivos
del medio cerebral (Van Deurs, 1976> , como promotores de la
neuritogénesis (Lander et al., 1982, 1985a, 1985b; Edgar et al.,
1984; Dow et al., 1988; Lein et al., 1991), e incluso se ha
propuesto que la membrana basal ejerce alguna función sobre las
diversas fuíiuiun&s d& ídS uéluls8 w~doLeilale~ (Culdstein & i3ezt,
1983; Coldtein et al., 1986> controlando en alguna medida las
funciones de la barrera hematoencefálica.
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1.3.— Pericitos
:
como ya se ha descrito previamente (Tilton, 1991) , los
pericitos mantienen con la región abluminal de la célula
endotelial una estrecha relación estructural. A pesar de que en
todas las secciones histológicas no siempre están presentes estas
células en relación con la pared capilar, según diversos autores
(Simionescu et al., 1988> su representación es más patente en los
capilares del tejido nervioso, comparándolos con los de cualquier
otro endotelio microvascular. En este sentido, parece ser que en
el sistema nervioso los pericitos desarrollan funciones
específicas (Krause et al., 1988; Risau et al., 1990>. Los bordes
de los pericitos aparecen unidos a menudo mediante la formación
de uniones estrechas, hecho que puede estar en relación con un
fortalecimiento de los mecanismos de barrera presentes en las
células endotelíales. Los abundantes orgánulos citoplásmicos son
un reflejo de la elevada actividad de esta estirpe celular: las
mítocondrias y los sistemas de endomembranas aparecen altamente
desarrollados. La abundancia de estructuras de naturaleza
lisosomal de aspecto polimórfico corrobora el papel fagocítico
propuesto para los pericitos (Maxwell & Kruger, 1965; cancilla
et al., 1972; Krisbeuissout & 0l8~ufl, 1973; Mato et al., 1980;
Sims, 1986) .. Incluso más recientemente se ha demostrado que los
pericitos comparten determinantes antigénicos con macrófagos
(Craeber et al., 1989).
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Nuestras observaciones a microscopia electrónica, de acuerdo
con las de otros autores (Cuevas et al., 1984; Larson et al.,
1987) , han permitido poner en evidencia la presencia de uniones
*cqap5~. entre los pericitos y las células endoteliales de los
capilares cerebelosos. Esta observación ultraestructur&l
fundamenta el concepto de una auténtica coordinación de las
funciones de ambos tipos celulares al servicio del correcto
funcionamiento de los capilares cerebrales.
La presencia de numerosas estructuras vesiculares, de tamaño
y aspecto morfológico variados, cimenta nuestra hipótesis de la
implicación de estas células en los procesos de transporte que
se producen en ambas direcciones entre el medio sanguíneo
circulante y el cerebral. Estas observaciones se ven así mismo
corroboradas por nuestra localización inmunocitoquimica de
moléculas semejantes a a—actina asociadas a estas estructuras
vesiculares presentes en los pericitos, puesto que es bien
conocido el papel de la a—actina en los procesos de transporte
transcelular (De Robertis & De Robertis, 1983)
Además de estas implicaciones funcionales, en la
bibliografía existente, se han sugerido otras funciones que
ensalzan el papel de los peticitos en el sistema nervioso kuiaz—
Florez et al., 1991>, como prestar servicio en el soporte
mecánico de la pared capilar (Rhodin, 1968; Courtoy & Boyles,
1983) , poseer capacidad para contribuir en la síntesis de la
membrana basal (Cohen et al., 1980; Stram et al., 1987), y tener
capacidad de convertirse en células de la microglía (Kosunen et
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al., 1963; Maxwell & Kruger, 1965; Mori & Leblond, 1969; Baron
& Gallego, 1972; Boya, 1976; Feters et al., 1976; Jordan & Tomas,
1988; Craeber et al., 1989). Así mismo, estas células pueden
experimentar procesos de contracción celular (Rouget, 1873, 1879;
Vimtrup, 1922; Zimmermann, 1923; Bensley & Vimtrup, 1928; Krogh,
1929) , hipótesis corroborada posteriormente con la demostración
inmunocitoquimica de moléculas implicadas en procesos de
contracción celular: a—actina (Owman et al., 1977; Chan et al.,
1986; Skalli et al., 1989>, tropomiosina (Joyce et al., 1985a)
e isomiosina (Joyce et al., 1985b) . Estas observaciones apoyan
el concepto de la implicación de los pericítos en la modulación
del flujo sanguíneo en el sistema nervioso (Herman & Jacobson,
1988> de acuerdo con las necesidades cerebrales, integrando la
información desde el tejido nervioso y traduciéndola en los
consiguientes ajustes del flujo sanguíneo capilar.
En relación con las funciones de la barrera hematoencefálica
se ha sugerido que los pericitos son capaces de modular la
permeabilidad vascular (Miller & Sims, 1986>, debido a que los
pericitos son capaces de informar a las células endoteliales de
la liberación desde el tejido nervioso de substancias
neurotransmisoras y neuromoduladoras (Sheridan & Larson, 1982;
Cuevas et al., 1984; Larsuíí eL di., 1987>. En esta línea, los
pericitos pueden ejercer una importante función como
intermediario entre las necesidades requeridas por el tejido
nervioso y las funciones realizadas por las células endoteliales.
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1.4.— Cha perivascular
:
Las células gliales que emiten sus prolongaciones abrazando
a los capilares cerebrales presentan características propias de
células muy activas: retículo endoplásmico y complejo de Colgi
muy desarrollados y mitocondrias numerosas y de gran tamaño.. En
relación con la estructura de las mitocondrias gliales cabe
destacar los curiosos estudios llevados a cabopor Fernández et
al. (1983) . Las membranas de las prolongaciones gliales que
alcanzan la pared vascular se unen mediante la formación de
uniones estrechas (Suárez—Nájera et al. , 1980) ; sin embargo
diversos autores (Stensaas & Stensaas, 1968) han demostrado que
el espacio intercelular es permeable y deja pasar las diversas
substancias que han conseguido atravesar el endotelio vascular.
Se ha sugerido que las prolongaciones gliales que recubren la
pared capilar pueden jugar algún papel en el ajuste,
mantenimiento y regulación de la permeabilidad de los capilares
cerebrales, bien actuando sobre las uniones estrechas
interendoteliales, o bien a través de un control más fino sobre
las diversas actividades físico-químicas de los componentes
vasculares (Coldstein, 1988) . Sin embargo, a pesar de que se
desconocen los mecdnísmos a Uravés de lOb cuales la ~iid es capaz
de ejercer este control, se sabe que está implicada en otras
importantes funciones que efectan a la barrera hematoencefálica.
En esta línea, se ha demostrado el papel de la glía en la
inducción y mantenimiento de la polaridad endotelial (Debault &
Cancilla, 1980; Seck et al., 1984), papel que es compartido
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también con señales procedentes del tejido nervioso. Se sabe que
las células de la glía perivascular juegan un importante papel
en el mantenimiento de las uniones estrechas interendoteliales
(Stewart & Wiley, 1981; Tao—Ghen et al., 1986, 1987; Arthur et
al., 1987).
Se ha propuesto que la gua perivascular controla además,
durante el desarrollo cerebral, los procesos de endocitosis y el
transporte transendotelial (Bertossi et al., 1991>. Este papel
puede estar confirmado con nuestros estudios inmunocitoquimicos
que demuestran la presencia de moléculas semejantes a clatrina
en las proyecciones gliales que abrazan a los capilares
cerebelosos.
Nuestras observaciones inmunocitoquimicas a microscopia
electrónica han puesto de manifiesto la presencia en estas
prolongaciones gliales de moléculas semejantes a a-actina y
fosfocreatina. La inmunolocalización revela que las moléculas
semejantes a a-actina en los astrocitos perivasculares se
disponen formando pequeños acúmulos bajo la membrana plasmática
glial que se mantiene en contacto con la pared vascular, aunque
también hemos puesto de manifiesto moléculas contráctiles en las
células de la glía d~ BuL~íLla¡¿n que a menudo pueden rodear a la
pared vascular. Estas observaciones relacionan a los elementos
gliales con posibles mecanismos de contracción celular a través
de los cuales sería posible también modular o controlar el flujo
sanguíneo cerebral.
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La envoltura glial constituida por las prolongaciones de los
astrocitos no forma una vaina totalmente continua alrededor de
la pared vascular; aunque los capilares cerebelosos están en su
mayor parte rodeados por estas proyecciones, existen algunos
puntos de discontinuidad. Según los estudios de Pardridge (1991),
las prolongaciones gliales cubren algo más del 95% de la
superficie abluminal de la pared vascular. Ello significa que,
al menos en un 5% de esta superficie abluminal, es posible poner
de manifiesto relación morfológica estrecha entre las diversas
estructuras de naturaleza nerviosa y la membrana basal que rodea
a la pared de los capilares, tanto a nivel del pericito como de
la propia célula endotelial.
Aunque tradicionalmente no se consideraba la existencia de
una inervación de los capilares cerebrales, y se pensaba que los
distintos metabolitos originados como consecuencia de la
actividad neuronal actuaban como reguladores del tono vascular
(Roy & Sberrington, 1890), diversos investigadores (Fox &
Raicble, 1986; Siver, 1978) observaron que el aumento del flujo
sanguíneo se producía en una proporción mayor que el incremento
del metabolismo. Ello implica por lo tanto, que la existencia de
un sólo mecanismo homeostático no resulta suficiente para
1 —. 1
expiluar el ucopíaitiento entre ja actividad neurona± y los
ajustes del flujo sanguíneo vascular en el sistema nervioso
central (Lou & Edvinsson, 1989>
Nuestros estudios a microscopia electrónica en secciones de
corteza cerebelosa nos han permitido poner de manifiesto la
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relación entre distintos elementos de naturaleza nerviosa y los
capilares cerebelosos. En su mayoría, los elementos nerviosos
aparecen separados de la pared capilar por la presencia de la
glía interpuesta; sin embargo, es posible observar componentes
nerviosos en contacto íntimo con la membrana basal que rodea a
la pared capilar.
En la capa granular ha sido posible observar citoplasmas
neuronales de células grano y células Golgi, en contacto estrecho
con la membrana basal. Así mismo, han sido observados
terminaciones axónicas y citoplasmas dendríticos en asociación
con el microarnbiente capilar, manteniendo con la pared de los
capilares cerebelosos un relación de íntima asociación. En esta
misma línea, en la capa granular se advierten numerosas fibras
musgosas aferentes y axones de células de Golgi en estrecho
contacto con la pared de los capilares..
En la capa de las células de Purkinje hemos puesto de
manifiesto células de Purkinje y axones de células cesto en
contacto intimo con la membrana basal que rodea a la pared de los
capilares.
En la capa molecular, también resulta posible revelar la
presencia de componentes de nauturaleza nerviosa en contacto con
los elementos vasculares. Tanto citoplasmas de células
estrelladas como de células cesto pueden observarse en estrecho
contacto con la pared vascular. Además, se han podido advertir
axones de fibras paralelas y dendritas, en estrecho contacto con
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la pared de los capilares cerebelosos.
Es un hecho comprobado que las células gliales contienen
receptores para diversos neuromediadores (Bockaert & Ebertsolt,
1988; Bowman & Kimelberg, 1983; Hóslí & Hásli, 1983; Kettenmann
et al., 1988; villegas et al., 1938; Walz, 1983; Whitaker—
Aznitia, 1988 y Wilkin & Cholewinski, 1988) y substancias
neuroactivas (gliotransmisores) , de forma que estas células son
capaces de responder a la liberación nerviosa de neuromediadores
in vivo e in vitro en respuesta a estimulaciones específicas
(Bodega et al., 1939; Martin et al., 1988, 1989; Hertz, 1989).
En este sentido, a través de la liberación de gliotransmisores,
la glía perivascular es capaz de actuar sobre el restablecimiento
y el ajuste de las diversas funciones en las que está implicada
la barrera hematoencefálica. La glía perivascular puede, por lo
tanto, ser capaz de acoplar las necesidades del tejido nervioso
con las concomitantes respuestas funcionales de los elementos de
la barrera hematoencefálica.
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1.5.— Componentes nerviosos relacionados con los capilares
perebelosos
:
La relación anatómica entre elementos de naturaleza nerviosa
y los componentes vasculares, demostrada en nuestros estudios
ultraestructurales en la corteza cerebelosa de la rata, apoyan
el concepto de una regulación dinámica del funcionamiento y de
las propiedades de la barrera hematoencefálica, de acuerdo con
las demandas fisiológicas que supone la actividad cerebral
normal. Esta observación había sido sugerida por diversos autores
(Lou & Edvinsson, 1989> ; sin embargo, la posible acción de los
componentes nerviosos sobre los componentes vasculares había sido
puesta en duda por objeciones tales como la ausencia de contactos
sinápticos entre terminaciones axónícas y vasos. A pesar de ello,
la existencia de un control de la permeabilidad y del flujo
sanguíneo local, a través de terminaciones axónicas, es un hecho
aceptado actualmente (Hardebo & Owman, 1930; Goldstein & Betz,
1983; Reiss, 1984; Kobayashi et al., 1985; Palmer, 1986a;
Fardridge, 1988; Lou & Edvinsson, 1989; Palmer et al., 1989;
Sarmento et al.., 1991> a pesar de que son escasas las
observaciones de terminaciones axónicas sobre la pared de los
capilares (Rennels & Nelsun, 197Z; Suddith et al., 1980)
En la corteza cerebelosa, los capilares que bañan el tejido
no solo mantienen estrecho contacto con terminaciones axónicas
de origen diverso, fibras musgosas, axones de células Colgí y
cesto, sino que también ha sido demostrada en nuestros estudios
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la estrecha relación entre la pared vascular y otros elementos
de naturaleza nerviosa, citoplasmas dendríticos y somas de las
diversas estirpes neuronales que componen la corteza cerebelosa,
células grano, células Oolgi, células de Purkinje, estrelladas
y cesto.
La presencia en las prolongaciones dendríticas y somas
neuronales de diversas substancias de caracter neuromediador
(neurotransmisores y neuromoduladores) , y las enzimas implicadas
en su síntesis, ha conducido a diversos grupos de investigadores
a proponer la existencia de una liberación extrasináptica de los
diversos neuronediadores (Hadju et al., 1973; Magistrettí &
Morrison, 1975; Ceffen, 1976; Beudet & Descarríes, 1978;
Martínez-Rodríguez et al., 1992, 1993). Extrapolando estas
consideraciones, puede pensarse en la acción de las terminaciones
dendríticas y somas neuronales que mantienen con la pared
vascular una estrecha relación anatómica. Nuestra observación
ultraestructural puede representar, por lo tanto, el reflejo
morfológico de la influencia de los circuitos neuronales del
propio sistema nerviosos central sobre los diversos aspectos de
la función cerebrovascular, modificando tanto el flujo sanguíneo
como la permeabilidad de la barrera bematoencefálica (Renneis &
Nelson, 1975; Swanson et al.., 1977; Suddith ct cl., 1980;
Alborch, 1981; Rennels et al.., 1983)
Aunque realmente no se han observado contactos sinápticos
entre los elementos nerviosos y la pared vascular, la
inmunolocali¿ación referida en el apartado de resultados, de
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moléculas semejantes a a—actina y clatrina, en los diversos
elementos nerviosos relacionados con la pared vascular, corrobora
la liberación de las substancias neuromedíadoras desde estos
compartimientos nerviosos, puesto que diversos investigadores
sostienen el papel de estas moléculas en la liberación axonal
(Goud et al., 1991; Linstedt & Kelly, 1991; Su et al., 1991;
Yoshimi et al., 1991).
La célula endotelial es capaz de responder a las
estimulaciones especificas procedentes tanto del tejido nervioso
directamente como a través de la glía perivascular, ya que han
sido demostrados bioquímicamente en la pared de los vasos
receptores para las diferentes substancias neuromediadoras. En
este sentido, han sido localizados receptores a y 6 adrenérgicos
(Herbs et al., 1979; Friedman & Davis, 1980; Nathanson, 1980;
Peroutka et al., 1980; Harik et al., 1981; Kobayashi et al.,
1981) , receptores dopaminérgícos D~ (Baca & Palmer, 1978;
Peroutka et al., 1980; Palmer et al., 1989>, receptores
serotoninérgicos (Reinhard, 1979), receptores histamínicos (Joó
et al., 1975; Karnushina, 1980; Cross et al., 1981; Dux & Joó,
1982), receptores GABAérgicos (Mirzoyan & Akopyan, 1967; Krause
et al., 1980; Rausch et al., 1983; Alborch et al., 1984),
receptores para hormona ~dtdCifOiUUd (PTH) y VIP (Ratriushina et
al., 1982; Amenta et al., 1991), receptores muscarínicos (Crammas
et al., 1983>, receptores purinérgicos (Huang & Drumond, 1979;
Schutz et al., 1932; Edvinsson et al., 1983; Hardebo et al.,
1987; ¡<alaria & Harik, 1988; Boeynaems & Pearson, 1990>.
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A pesar de que la función de los capilares cerebrales parece
estar regulada tanto por el tejido nervioso como por las células
gliales perivasculares, los posibles mecanismos por los que se
regula la función capilar no se conocen completamente. Lino de
tales mecanismos parece ser la vía de la fosforilación de
proteínas en la célula endotelial. Se ha demostrado
bioquimicamente que estos procesos de fosforilación tienen lugar
principal o casi exclusivamente en la membrana plasmática
endotelial (Pardridge et al. , 1985)
Nuestras investigaciones han revelado la presencia de
moléculas semejantes a fosfocreatina en el citoplasma de los
capilares cerebelosos. Distintos estudios han localizado
moléculas semejantes a fosfocreatina en el sistema nervioso
(Yoshimine eL al., 1984; ¡<ato et al.., 1986), habiéndose observado
que la actividad creatina-kinasa está relacionada con receptores
de diversa naturaleza (Barrantes et al., 1985; Jingu et al.,
1986) . La presencia de moléculas semejantes a fosfocreatina en
el citoplasma de las células endoteliales, debido a su
implicación en procesos de fosforilación como importante
reservorio de grupos fosfato activos, sugiere su implicación en
el control del flujo vascular. Ello tiene una particular
trascendencia puesúo que, de acuetdu cOn los ~-~,-‘ de LeBeux
& Willemot (1978> y Owman et al. (1977), nuestros estudios
inmunohistoquimicos han puesto de manifiesto la presencia de
moléculas semejantes a a—actina en el citoplasma de las células
endoteliales de los capilares cerebelosos.
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2.— Neuromediadores y enzinmas en la Barrera—Hematoencefálica y
su microambiente
:
2.1.- Acido y-aminobutírico (CABAl y Clutámico decarboxilasa
(CADI
£1 CABA (ácido y-amínobutírico) es el neuromediador más
ampliamente distribuido en el sistema nervioso, con una acción
principalmente inhibidora de las vías nerviosas centrales.
El método inmunohistoquimico del PAP nos ha permitido
demostrar la presencia de inmunorreactividad positiva a CABA en
diversos componentes de la barrera hematoencefálica. La glutamato
decarboxilasa (CAD) es la enzima limitante en la síntesis de este
neuromedíador (McCeer & McCeer, 1989) . Por ello su localización
inmunohistoquimica puede ser utilizada como un marcador
específico de componentes que sintetizan CABA (McCeer & ?4cceer,
1975, Martínez—Rodríguez et al., 1993)
En estudios previos usando vasos cerebrales aislados
(Edvinsson & Mackenzie, 1977; Edvinsson & Krause, 1979; Anwar &
Mason, 1982; Edvinsson et al., 1982; Kelly & McCulloch, 1982;
Antonaccio, 1984; Suzuki ~L il., 1984) se sugirió la acción
directa del CABA sobre el sistema vascular cerebral,
independientemente de su bien conocida acción como neuromediador
inhibidor. Los experimentos llevados a cabo in vivo con gatos han
demostrado que el CABA produce, de forma dosis—dependiente, la
dilatación de vasos cerebrales, efecto que es bloqueado
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específicamente por picrotoxinina y bicuculina (Fujiwara et al.,
1975; Edvinsson & ¡<rause, 1979) . Las respuestas vasculares al
CABA parecen limitarse a la circulación cerebral, ya que los
efectos vasculares mediados por este neuromediador no se han
detectado in vitro en vasos periféricos (¡<rause et al. , 1980)
Diversos estudios bioquímicos han demostrado la presencia
de receptores CAsAérgicos en los vasos cerebrales (Mirzoyan &
Akopyan, 1967; ¡<rause et al., 1980; Rausch et al., 1983; Alborch
et al. , 1984) , los cuales parecen mediar la vasodilatación
cerebral originada por el ácido y—aminobutíríco. Sin embargo,
hasta ahora no se habían demostrado inervación GABAérgica directa
de los vasos cerebrales.
Nuestros resultados proporcionan clara evidancia que
demuestra la relación morfológica íntima entre elementos
immunoposítivos frente a CABA y CAO y la membrana basal que rodea
a la célula endotelial y al pericito.
Hemos puesto de manifiesto reacción positiva tanto frente
a CABA como a CAO en las prolongaciones de la glía perívascular.
La presencia de CABA en las células gliales podría representar
la uaptauíuii del neurotransmísor desde 103 espacios
intersticiales, importante función de la gua observada a nivel
de la hendidura sináptica (Henn & Hamberger, 1971; Hansson et
al. , 1985) ; sin embargo, la presencia de la enzima CAO en estas
prolongaciones gliales que rodean a los capilares cerebelosos
implica que las células gliales son capaces de sintetizar CABA.
—.171.—
Es un hecho bien conocido (Bockaert & Ebertsolt, 1988; Bowman &
Kimelberg, 1988; Héslí & Hésli, 1988; Kettenmann et al., 1988;
Villegas et al., 1988; Walz, 1988; Whitaker—Azmitia, 1988 y
Wilkin & Cholewinski, 1988) que las células gliales contienen
receptores y substancias neuroactivas, de forma que son capaces
de responder a la liberación neuronal de neuromediadores in vitro
liberando sustancias neuroactivas que se han considerado
gliotransmisores, en respuesta a estimulaciones específicas
(Bodega et al., 1989; Martin et al., 1983). De acuerdo con ello,
la liberación glial de CABA puede estar implicada en la
regulación de las propiedades de la barrera hematoencefálíca,
puesto que se ha demostrado, como ya se ha mencionado
previamente, el efecto vasodilatador del CABA.
Hemos observado así mismo, la presencia tanto de CABA como
de la enzima implicada en su síntesis, la CAO, en el interior del
citoplasma de las células endoteliales de los capilares
cerebelosos. La presencia de CABA puede representar el posible
transporte transendotelial de este aminoácido; sin embargo, la
presencia de CAO en estas células implica que el CABA puede ser
sintetizado por las propias células endoteliales. Esta
observación coincide con la de estudios bioquímicos e
inmunohistoquimicos previos uLlíuíando célúlas widoteliales
aisladas (Mirzoyan et al., 1970; Hamel et al., 1983; Imai et al.,
1991>. Se ha sugerido (Kuriyama et al., 1970; Mirzoyan et al.,
1970) que este CABA de origen endotelial actúa sobre receptores
CABAérgicos cerebrovasculares de la misma forma que lo hace el
CABA extraendotelial. Puesto que existen estudios que demuestran
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el papel de tas células endoteliales en la regulación del flujo
vascular (Furcbgott & Zawadzki, 1980; Lee, 1930), este mecanismo
podría contribuir a la regulación del tono vascular cerebral.
Nuestras investigaciones utilizando el método
inmunohistoquímico del PAP nos ha permitido poner de manifiesto,
así mismo, la presencia de CABA y CAD en diversos componentes de
naturaleza nerviosa que se hallan en contacto íntimo con la
membrana basal que rodea a los capilares cerebelosos,
independientemente de su localización en la laminilla cerebelosa.
En este sentido, hemos demostrado la presencia de CABA y CAO en
somas neuronales, citoplasmas dendríticos y terminaciones
axónicas asociadas a la pared vascular.
Habiéndose demostrado la existencia de una liberación
extrasináptica de neuromediadores desde somas neuronales y
citoplasmas dendríticos (Hadju et al., 1973; t4agistretti &
Morrison, 1975; Ceffen, 1976; Beudet & Descarríes, 1978;
Martínez—Rodríguez st al., 1992, 1993), la liberación de CABA
desde los componentes nerviosos , axonales y no—axonales,
representa el reflejo morfológico del control nervioso de la
actividad cerebrovascular.
Aunque gran parte de los componentes nerviosos
inmunopositivos para CABA y CAO aparecen separados de los
constituyentes de la barrera hematoencefálica por la presencia
de la glía interpuesta, existen sin embargo componentes nerviosos
en asociación íntima con la pared vascular. Además, como se ha
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mencionado previamente, se ha demostrado que las células gliales
son capaces de responder a las diversas estimulaciones
procedentes del tejido nervioso, pudiendo de esta forma actuar
como intermediarios entre las señales nerviosas y los ajustes
originados en las propiedades de la barrera hematoencefálica.
Estos estudios inmunocitoquimicos demuestran la estrecha
relación entre diversos componentes de naturaleza qlial y
nerviosa, capaces de contener y sintetizar CABA, en relación con
la pared capilar. Por ello, sugerimos que los efectos reguladores
del CABA sobre la circulación cerebral, tanto en condiciones
normales como patológicas (Welch et al., 1975; Achar et al.,
1976) pueden estar mediados por esta relación morfológica.
2.2.- Acido 2-aminoetanosulfónico: taurina
.
La taurina, el ácido 2—aminoetanosulfónico, es un compuesto
simple de naturaleza ubicua. En contraste con su limitada
distribución en los tejidos vegetales (Jacobsen et al., 1968>,
la taurina aparece ampliamente distribuida en el reino animal
(Fdrth, 1903)
La taurina es uno de los principales constituyentes del pool
de aminoácidos libres presentes en el sistema nervioso central
de todos los mamíferos (Perry et al., 1979>.. En el cerebro
maduro, su concentración es sólo superada por la de ácido
glutámico (Sturman et al., 1978), alcanzando valores de 1-40 mM
(Mandel & Pasantes—Morales, 1978; Pasantes—Morales, 1978; Oja &
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Kontro, 1983) . A pesar de ello, durante el desarrollo cerebral,
constituye el aminoácido libre presente en mayor concentración
(Sturman et al. , 1990)
La taurina ha sido considerada un neurotransmisor o
neuromodulador inhibidor, ya que ejerce una acción inhibidora
sobre la actividad neuronal en muchas regiones del sistema
nervioso central (Cuidotti, 1972; Haas et al., 1973; Kuriyama et
al., 1978; McBride & Frederickson, 1930; Wright et al., 1986; Oja
& Kontro, 1937, 1990). La taurina incrementa la hiperpolarización
nerviosa a través de un aumento del flujo de CL a la célula
(Curtis & Johnston, 19)4; Okamoto st al., 1983; Huxtable, 1989,
1990)
La corteza cerebelosa es particularmente rica en taurina
(Collins & Topiwala, 1974) y contiene células que se supone
utilizan taurina específicamente como neuromediador, las células
estrelladas (McBrideet al., 1976; Frederickson et al., 1978;
Yarbrough et al., 1981; Okamoto et al., 1983a, 1983b>. Tanto la
taurina como la principal enzima que participa en su síntesis,
la cisteina sulfinato decarboxilasa (CSOC) , han sido detectadas
inmunohistoquimicamente en la corteza cerebelosa (Chan-Palay,
±~o¿a, 1932b; Cttersen, 19988; Madsen et al., 1985, 1990a,
1990b)
Nuestros estudios inmunohistoquimicos, de acuerdo con los
estudios bioquímicos previos (Collins & Topiwala, 1974>
demuestran que la corteza cerebelosa es rica en taurina. Conforme
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a los estudios de Madaen et al. (1985> y Ottersen (1983) en las
células de Purkinje la taurina es particularmente abundante,
concentrándose este aminoácido primordialmente en el soma
neuronal y en las dendritas. Según los estudios de este
investigador, todos los tipos y prolongaciones celulares
cerebelosos contienen taurina, a excepción de las fibras
musgosas. Nuestros resultados han demostrado la presencia de
fibras musgosas positivas para taurina, corroborando la amplia
distribución de este aminoácido sulfónico en la corteza
cerebelosa de la rata. Según Agrawal et al. (1971> la fracción
mitocondrial es rica en taurina, pero estos resultados de
localización suboelular parecen ser contradictorios y pueden
estar relacionados con la distinta metodología empleada para
poner de manifiesto la presencia de taurina. Muchos autores han
empleado la inmunorreactívidad a CSOC como marcador (Chan—Falay
et al., 1982a, 1932b, Taber et al., 1986); sin embargo esta
inmunodetección conduce a la formación de bandas sagitales
caracterizadas por la intensa inmunorreacción de las células de
Purkinje. La distinta distribución de Taurina y CSAD puede ser
un reflejo de la baja producción de taurina en cerebro (Jacobsen
et al., 1964; Sturman et al., 1970a, 1970b; Rassin & Caulí, 1975;
Caulí et al., 1977; Knopf et al., 1978) y más bien parece
depender de procesos d~ difusión de este aiúinoácidú (Sturman et
al., 1985; Cavallini et al., 1976>.
En contra de las observaciones previas de ciertos
investigadores (Lake & Verdone-Smith, 1990> las técnicas
inmunocitoquimicas nos han permitido poner de manifiesto la
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presencia de taurina en el citoplasma de las células endoteliales
de los capilares de la corteza cerebelosa se la rata. Esta
taurina presente en los vasos puede estar en relación con una
modulación de las funciones de la barrera hematoencefálíca. Se
ha propuesto que la taurina en el sistema nervioso, además de su
papel como neuromediador, ejerce una importante función como
agente estabilizador de las membranas en virtud de su interacción
con los fosfolípidos, modificando con ello la conductancia iónica
<Nakashima et al., 1982; Alvarez et al., 1983; 1-luxtable, 1981,
1986, 1990>. En este sentido, su presencia en numerosos capilares
cerebelosos puede estar relacionada con la alteración de la
conductancia iónica de la membrana, cuyo valor resulta muy bajo
en condiciones normales (Crone, 1986a)
Oiversas investigaciones neurofisiológicas han propuesto
para la taurina un importante papel en procesos de osmoregulación
en el sistema nervioso (Pasantes—Morales & Schousboe, 1988; Wade
et al., 1988; Pasantes—Morales et al., 1990a, 1990b; Pasantes—
Morales & Martín del Río, 1990; Pazdermik et al., 1990; Sanchez—
Olea & Pasantes—Morales, 1990> , pudiendo contribuir a los ajustes
de volumen en las células endoteliales necesarios para el
correcto acoplamiento del flujo sanguineo.
Se ha demostrado además que la taurina es un importante
regulador de procesos Ca2~-dependientes, inhibiendo la actividad
protein kínasa dependiente de calmodulina (Huxtable, 1990;
Schaffer et al., 1990; Li & Lombardiní, 1991), modulando el
transporte de MT dependiente de Ca2~ (Huxtable, 1990) . A través
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de esta importante función de la taurina sobre los procesos de
fosforilación, y debido a la presencia en las células
endoteliales de moléculas semejantes a fosfocreatina y a ~—actína
ya descritas anteriormente, la taurina podría ejercer cierto
control sobre el flujo sanguíneo vascular.
En los diferentes elementos perivasculares de naturaleza
diversa, las técnicas inmunohistoquimicas han permitido
demostrarnos la presencia de taurina asociada directamente con
la pared vascular.
Parece ser que la taurina ejerce su función a través de su
interacción con un receptor específico (López—Colomé, 1982; Wu
et al., 1990) , modulando alostéricamente los lugares de unión de
los receptores GABAA y CABA3 (I-Iorikoshi et al. , 1988; Kontro et
al.., 1990; Kontro & Oja, 1990; Quin, 1990; Bureau & Olsen, 1991>,
o bien a través de la interacción con receptores de glicina
(Horikoshi et al., 1988; Schmieden et al., 1992). En la
bibliografía consultada no se han descrito receptores específicos
para taurina en la pared de los vasos cerebrales; sin embargo,
sí se han descrito la presencia en la pared vascular de
receptores CABAérgicos (I4irzoyan & Akopyan, 1967; Erause et al.,
1980; Rausch et al.., 1983; Alborúlá et al., 1984) a través de los
cuales la taurina extraendotelial podría ejercer sus efectos.
Recientes investigaciones han demostrado un efecto vasodilatador
de la taurina (Nakagawa et al., 1990; Ristori & Verdetti, 1991)
La presencia de taurina en células gliales es un hecho
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descrito previamente (Martin & Shain, 1979, 1986; Storm—Ylathisen
& Ottersen, 1986> . Se sabe que las células gliales presentan
sistemas de recaptación de taurina de alta afinidad (Kaczmareck
& Oavison, 1972; Lahdesmaki & Oja, 1973; Lahdesmaki et al., 1975;
Borg et al., 1976; Korpi & Oja, 1983; Shaín & Martin, 1990) y
dependiente de Hat (Starr, 1973; ¡<risha et al., 1978; Lajtha &
Sershen, 1975a, 1975b; Okamoto & Namima, 1973; Kontro et al.,
1987) . Sin embargo, la presencia en las células gliales de la
enzima implicada en la síntesis de taurina, la cisteina sulfinato
decarboxilasa (Almarghini et al., 1991) y las observaciones de
diversos investigadores (Shain & Martin, 1984; ; holopainen et
al., 1935; Pasantes—Morales & Schousboe, 1939; pasantes—Morales
et al.., 1990) demuestran que las células gliales son capaces de
sintetizar y liberar taurina en respuesta a estimulaciones
especificas.
Sólo en el nervio óptico se han descrito proyecciones
gliales perivasculares que contienen taurina (Lake & Verdone—
Smith, 1990> . Nuestras observaciones ultraestructurales
demuestran que también en los capilares de la corteza cerebelosa
la glía perivascular contiene taurina. Puesto que la taurina ha
sido considerada por diversos autores (Martin et al., 1988;
Almaryhini et al., 1991> como un gliotransmísor, esta observación
morfológica puede representar el reflejo anatómico del papel
regulador de la taurina desde las prolongaciones gliales.
En estrecha relación con los elementos vasculares hemos
observado diversos componentes de naturaleza nerviosa
—.179.—
inmunopositivos a taurina. En estudios previos se habían descrito
la presencia de taurina asociada a subpoblaciones específicas de
sinaptosomas (Agrawal et al., 1970; Bleeker & Cfeller, 1971;
Macaione et al., 1975; Seiqhart et al., 1976), sin embargo se ha
propuesto que el mecanismo de liberación axonal de taurina
difiere del de otros neurotransmisores clásicos (Schousboe et
al., 1989> ya que las respuestas debidas a taurina varian
claramente de aquellas que caracterizan a los neuromediadores
conocidos. A pesar de ello, los terminales nerviosos
taurinérgicos son escasos en la corteza cerebelosa (Ottersen,
1988> . Aquellos que se observan han sido interpretados por Palay
& Chan—Palay (1974> como colaterales recurrentes de las células
de Purkinje.
Nuestras observaciones ultraestructurales han puesto de
manifiesto la presencia de axones taurinérgicos en asociación
estrecha con la membrana basal que rodea a los elementos
vasculares. Esta relación íntima puede constituir el reflejo
morfológico del control nervioso que la taurina puede ejercer
sobre las diversas funciones de la barrera hematoencefálica.
2.3.— Glicina
:
La glicina es, junto con el CABA, un importante
neuromediador de caracter inhibidor en la médula espinal, tronco
cerebral y retina (Aprison & Oaly, 1978; Ottersen & Storm—
Mathisen, 1984; Aoki et al., 1988>. Este aminoácido está
implicado en el funcionamiento de diversos centros sesoriales del
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cerebro: sistema visual, sistema olfativo, centros
somatosensoriales y áreas de integración sensorial, entre las que
se encuentran el cerebelo y el colículo inferior.
Coincidiendo con las observaciones de Pourcho et al (1992)
en la corteza cerebelosa, algunas células de Purkinje aparecen
inmunomarcadas para glicina. Sin embargo en la bibliografía
existente no se hace referencia alguna de la presencia de glicina
en relación con los distintos elementos que componen la pared de
los capilares cerebrales.
Nuestros estudios inmunocitoquimicos demuestran la presencia
de este aminoácido inhibidor en diversos componentes relacionados
con la pared de los capilares cerebelosos. En esta línea, hemos
observado glicina en el citoplasma de la propia célula
endotelial, glía perivascular y elementos de naturaleza nerviosa,
axones y citoplasmas dendríticos, asociados estrechamente a la
pared vascular.
Numerosos grupos de investigadores han analizado la
presencia de receptores de glicina en el sistema nervioso
(Frotbolm & Rotter, 1985; Araki et al., 1988; Betz, 1991; Naas
et al., 1991; Puuíui¡o, 1991; SteiLdnidou et al., 1991; Yazulla
& Studholme, 1991) ; sin embargo, no se han puesto en evidencia
receptores para este aminoácido en la pared de los vasos
cerebrales a través de los cuales la glicina podría ejercer su
acción. A pesar de ello, se ha demostrado que la glicina puede
tener efecto sobre la regulación del tono vascular (¡<ubo &
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Kihara, 1987, 1990; Talman & Robertson, 1989>.
La presencia de glicina en elementos gliales y nerviosos que
se hallan en estrecho contacto con la membrana basal que rodea
a los elementos vasculares, puede representar el reflejo
estructural del control que la glicina puede ejercer modulando
las funciones de los capilares en la corteza cerebelosa de la
rata.
2.4.— Serotonina
:
La serotonina <5—hidroxitriptamina> es un compuesto
neuroquimico implicado en diversas situaciones de stress y
enfermedades neurológicas <Aghajanian, 1978; Essman, 1978;
Pappius et al., 1988; Wahl et al., 1988; Kitayama et al., 1989;
Burgeois, 1991).
Se sabe que la serotonina produce la contracción de los
vasos cerebrales a través de la implicación de receptores 5—ITT1
y 5-HT2 <Crome & Harper, 1983; Edvinsson et al., 1984; Amer et
al., 1985; Gaw et al., 1990; Dabire & Richer, 1991); sin embargo
a dosis elevadas, la serotonina puede incluso originar la
dilatación de los vasos cerebrales, acción que puede llevarse a
cabo indirectamente bien a través de de la liberación de factores
de relajación derivados del endotelio (EDRF~> (Cocks & Angus,
1983; Caw et al., 1990) o bien a través de la liberación de
norepinefrina (Edvinsson & Mackenzie, 1977; Mann et al., 1979).
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Oiversos estudios han demostrado bioquimicamente en la pared
de los vasos cerebrales la presencia de receptores para
serotonina (Edvinsson & Hardebo, 1976; Edvinsson et al., 1978;
Reinhard, 1979; Criffith et al., 1982; Peroutka et al., 1983;
Chang & Owman, 1986; Parson et al., 1989)
Se han demostrado inervación serotonínérgíca de arterias y
arteriolas cerebrales (Reinhard et al., 1979; Edvinsson et al.,
1980, 1983; Marco et al., 1985; Bonvento, 1991). En nuestras
observaciones ultraestructurales de localización de serotonina
en relación con la barrera hematoencefálica hemos observado la
presencia de serotonina en diversos elementos de naturaleza glial
y nerviosa que se hallan en intimo contacto con la pared capilar.
Teniendo en cuenta la existencia de una liberación de sustancias
neuromediadoras no sólo sináptica sino extra-~sínáptica, esta
observación puede constituir el reflejo morfológico de que
también en la corteza cerebelosa la serotonina puede jugar algún
papel en la regulación de las diversas funciones de la barrera
hematoeneefálica.
2.5.— Tiamina
:
Diversas investigaciones han conducido a pensar que la
vitamina hidrosoluble B1, la tiamina, puede estar implicada en
procesos de neurotransmisión (Swank & Prados, 1942; Dreyfus &
Victor, 1961; Victor et al., 1971; Oreyfus, 1976; Cooper &
Pincus, 1979; McCandless, 1982>. En el hombre, el denominado
síndrome de Wernicke—Korsakoff, caracterizado por una pérdida de
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memoria y por alteraciones en el comportamiento, se asocia a una
deficiencia de tiamina y alteraciones morfológicas en el sistema
nervioso central.
Como ya han observado diversos investigadores (Minz, 1938;
Von Muralt, 1942; Knyhar and Laszlo, 1973; Csillik et al., 1974;
Schoffeniels & Marginenn, 1985; Martínez—Rodríguez et al., 1980,
1989> la tiamina está implicada directamente en la
neurotransmisión, bien como un neurotransmisor o biencomo un
neuromodulador.
La presencia de tiamina en el citoplasma de las células
endoteliales, demostrada en nuestras investigaciones
inmunohistoquimicas, puede reflejar el transporte transendotelial
de vitamina B1 a través de la barrera hematoencefálica, puesto
que se han demostrado bioquimicamente en la pared de las células
endoteliales cerebrales transportadores específicos para tiamina
(Greenwocd et al., 1982).
Según los estudios de Schoffeniels (1985) se ha demostrado
que la tiamina está implicada en el control de la conductancia
iónica.. Este efecto podría ser ejercido también por la tiamina
que se halla relacioiI0da ~un la terrera hematoencefálica.
Por ello la presencia de tiamina demostrada en nuestros
estudios ultraestructurales, en los diversos componentes de
naturaleza glial y nerviosa, en estrecho contacto con la membrana
basal que rodea a la pared vascular, sugiere que en la corteza
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cerebelosa la tiamina puede desempeñar algún papel en la
modulación de las propiedades de la barrera hematoencefálica.
2.6.- Aspartato aminotransferasa (AATasa~
La aspartato aminotransferasa (AATasa) es una enzima
dependiente de piridoxal fosfato, implicada en el metabolismo de
los ácidos glutámico y aspártico (Braunstein, 1973> . Cataliza
una reacción reversible de transferencia de grupos amino en la
que intervienen glutamato y aspartato. Como se ha demostrado
bioquimicamente en el sistema nervioso central la actividad de
la aspartato aminotransierasa está en un 80% implicada en la
degradación del ácido glutámico y no toma parte apreciable en la
síntesis de este aminoácido (Berí et al., 1970). En este sentido,
la localización inmunohistoquimica de la enzima AATasa puede
servir como marcador de estructuras que sintetizan y almacenan
ácido aspártico (Martínez-Rodríguez et al., 1977; Altschuler et
al., 1982; Inagaki et al., 1984).
En cerebelo el ácido aspártico, al igual que el ácido
glutámico, juega un importante papel como neurotransmisor
excitador (Eccíes et al., 1966>. Los estudios electrofisiológicos
(Curbis &L al., 1960; Curtís & Johaston, 197<) han demostrado que
el ácido aspártico produce una despolarización reversible
asociada a un incremento en la conductancia de la membrana.
En la corteza cerebelosa de la rata nuestras observaciones
ultraestructurales han revelado la presencia de la enzima en el
—.185.—
citoplasma de las células endoteliales. Ello implica que las
células endoteliales son capaces de sintetizar ácido aspártico,
aminoácido que puede desempeñar algún papel en la modulación de
las propiedades de la barrera bematoencefálica. Estudios de
Conzález & Santos—Benito (1987) y Martínez—Rodríguez et al.
(1993) en células endoteliales cerebrales han señalado la
presencia de enzimas implicadas en la síntesis de otros
neurmediadores, acetilcolina y CABA.
En la corteza cerebelosa de la rata diversos estudios
hístoquimicos e inmunocitoquimicos han puesto en evidencia la
presencia cte la aspartato amínotransíterasa en sínápsis y células
gliales Martínez—Rodríguez et al., 1974, 1976, 1982; Arenas—Oías
& Martínez-Rodriguez, 1990; Westergaard et al., 1991; Wurdig &
Kugler, 1991)
Nuestros resultados de localización inmunohistoquimica de
la enzima en las proyecciones de la glía perivascular y otros
componentes de naturaleza nerviosa, terminaciones axónicas y
citoplasmas dendríticos, en estrecho contacto con la membrana
basal que rodea a la pared de los capilares cerebelosos, inducen
a considerar el papel del ácido aspártico en el control de las
funciones de la barreta n~ILLacuuncefálica. Este función ha sido
referida en estudios realizados en nuestro laboratorio en el
núcleo coclear (Martínez—Rodríguez et al., 1993)
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II VI.- CONCLUSIONES.
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CONCLUSIONES
:
A la vista de los resultados expuestos en esta Tesis,
hemos llegado a las siguientes conclusiones:
Primera conclusión: La importancia de los procesos de
transporte, a través de mecanismos de pinocitosis, viene
representada por la presencia de clatrina y de un número
notablemente elevado de vesículas membranosas en el citoplasma
de las células endoteliales y en los pericitos, de los capilares
de la corteza cerebelosa.
Segunda conclusión: La demostración inmunocitoquimica
de a—actina y fosfocreatina en el endotelio de los capilares
cerebelosos, revela la importancia de los procesos energéticos
y de los fenómenos de contracción celular, como mecanismos de
regulación del flujo sanguíneo cerebeloso y de la permeabilidad
capilar.
Tercera conclusión: La presencia de a—actina en la glía
perivascular sugiere la posible intervención de las células
gliales en la regulación del flujo sanguíneo en la corteza
cerebelosa a través de mecanismos de tipo contráctil.
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Cuarta conclusión: La existencia de contactos íntimos
entre elementos de naturaleza nerviosa y la membrana basal que
rodea a los capilares cerebelosos, nos conduce a sugerir que
todas las estirpes neuronales que componen la laminilla
cerebelosa pueden contribuir a regular las propiedades de los
capilares cerebelosos. Estos contactos constituyen el reflejo
morfológico del control nervioso de la circulación sanguínea en
el cerebelo.
Quinta conclusión: La glía perívascular contiene
numerosos neuromediadores (neurotransmisores y neuromoduladores>
y algunas de las enzimas implicadas en su síntesis. Por tanto,
podemos sugerir que, la presencia de estos neuromediadores en la
glía perivascular demostrada inmunocitoquimicamente, puede
reprú sentar la función de la glía en el ajuste de las propiedades
de los capilares cerebelosos, de acuerdo con las demandas
requeridas por el tejido nervioso. Así mismo, la glía
perivascular actúa como intermediario entre los elementos
nerviosos en los que aparecen estos neuromediadores y las
concomitantes adaptaciones en el flujo y permeabilidad capilar.
Sexta conclusión: La presencia de diversos
neuromediadores y de algunas de las enzimas implicadas en la
síntesis de los mismos, en componentes de naturaleza nerviosa —
somas neuronales, dendritas y terminaciones axónicas — asociadas
estrechamente a la membrana basal que rodea a los vasos
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sanguíneos, constituye la evidencia morfológica del control
nervioso que dichos neuromediadores pueden ejercer sobre la
actividad de los capilares cerebelosos y la circulación sanguínea
en dicho centro nervioso.
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Fig. 1.— Sección tina da la certeza cerebelosa da la rata. La
microfotografía muestra la célula endotelial lOE]] y al
paricife 1PCjJ~ rodeados ambos por la membrana basal IIMB]~
y las prolongaciones gliales que rodean el capilar- 11cL]l.
Nátasa la presencia da una célula gr-ano [CG]]en contacto
cori la pared vascular 11*11. 1kM = Fibra Muagoaa]j.
Fig. 2.— Microfotografía que muestra la unión estrecha EUE]]
entra las células andoteliales [CE]] de los capilares
cerabelosos. lbOL = Olía, MB = Membrana Basal, PP = Fibras
Par-alelas]]
Fig. 3.— Célula endotelial [CE]]de la corteza cerebelosa en
la capa granular de la laminilla. El núcleo aparece
alargado y la cromatina condensada baje el envoltorio
nuclear. [IGL= Olía, CG = Célula Grano]].
ng. 4.- Detalle ultraesfructur-al da las numerosas
microvellosidadas [MV]]presentas en la porción luminal de
la célula endofelial [ICÉ]] haciendo profusión en la luz
del capilar. [IPO= Paricito, GL = olía]].

Fig. 5.— Aspecto ultraestructural del desarrollado retículo
endoplásmico [REí presente en la célula endotelial [CE]
del capilar carebeloso. Aparece en forma de largas
cisternas planas dispuestas de forma paralela a la pared
capilar. [CL = Olía, PC = Per-icito, y = vesículas, MB =
Membrana basal]
Fig. 6.— Detalle de complejo de Golgi [AO] en la célula
endofelial [CE] cerebelosa. El sistema endomembranoso
aparece en porción perinuclear. IGL = Olía, MB = Membrana
basal, Ax Axón, Df = Dendrita]
Fig. 7.— Dictiosomas, vacuolas y vesículas del aparato de
Oolqi [Aol presente en la célula endotelial [CE]
cerebelosa. [CL = Olía, Df = Dendrita, CG = Célula Grano]
Fig. 8.— Célula endotelial [CE] con gran desarrollo del Aparato
de Oolgi FAO]. Nótese la abundancia de vesículas [vi. [MB
— Membrana basal, CL = Olía, Ax = Axón, Dt = Dendrita, FP
— Fibras paralelas]

Fig. 9.— Abundante desarrolle de las vesículas membranosas lv]
presentes en la célula endotelial [CE] y paricito [PCI.
[OL = Olía]
Fig. 10.— Microfofografla que muestra las abundantes
estructuras vesiculares Lv] presentes en la célula
endotelial [CE] de un capilar presente en la capa
molecular de la corteza cerebelosa. [MB = Membrana basal,
CL = Olla, FP = Fibras paralelas, CC Célula Cesto].
Fig. 11.— Detalle ultraestructural de una vesícula densa a los
electrones [vi en la célula endotelial [CE] . [MB =
Membrana basal, OL = Olía, FP = Fibras paralelas]
Fig. 12.— Estructura vesicular [vi de pinocitosis asociada a
la porción luniinal de la célula endotelial [CE]. [MB =
Membrana basal, OL Olía, PC = Pericitol.

Fig. 13.- Microfotografía electrónica que muestra la
pr-esencia de numerosas vesículas de pinocitesis en las
~or-cienes luminal y abluminal de las células andoteliales
CE]] y formaciones vesiculares 14v]] en el pericito jIpc]].
Las flechas sefNalan la presencia de uniones de tipo cgap>
entre la célula andotelial y al pericifo. JMB = Membrana
basal, GL = Glía, Ax = Axón]].
Ng. 14.— Detalle ultraestructural de un cuerpo
multivesicular [ICMv]]en la célula endetelial fiCE]]. [IME=
Membrana basal, CL = Olía, CG = Célula Grano]].
Fig. 15.- Sección fina de la certeza cerebelosa en la que se
observa un pericifo [PC]] abrazando a des capilares
sanguíneos. [CE = Célula anclofelial, DE = Unión Estrecha,
CL = Olía, CG = Célula Grano]].
Ng. 16.— Detalle del citoplasma del Pericito flpc]] Nófese la
presencia da vesículas da pinocitosis [y]] y aparato de
Gelgi tAO]] de moderado desarrollo. [CE = Célula
endotelial, CL = Olía, Mc = Axón]].

Fig. 17.— Imagen de un pericito JPC]] rodeando a la célula
endofelial fiCE]]. El núcleo aparece ganar-almanta de forma
esférica o ligeramente ovalado. Nótese la presencia de
numerosas mifocondrias. fol = Olía, CG = Célula Grano]].
Fig. 18.— Detalle ultraestructural de mitecondrias y
vesículas de pinocifesis en el citoplasma da un paricifo
[IPC]].fiCE Célula endetelial, MB Membrana Basal, CL =
Olía].
Fig. 19.— Microfotografía que demuestra la presencia da
abundantes estructuras vesiculares flv]] en el pericito
IIPC]. IjCE = Célula endetelial, GL Olía]].
Fig. 20.— Detalle ultraestructural de las vesículas de
pinocitesia liv]] presentes en el pericito LIPC]]. [CE =
Célula endofelial, Ax = Axón]].

Fig. 21.— Fotografía a microscopia electrónica que muestra la
presencia de formaciones vesicular-as lEv]] da morfología
irregular en el paricito [IPC]].fiCE = Célula endotelial,
CL = Olía, FM = Fibras mialínicas]].
Fig. 22.- Detalle de formaciones de tipo vesicular lEv]] de
morfología ir-regular en al pericito [PC]]. fiCE = Célula
endotelial, CL Olía, MB = Membrana Basal]].
ng. 23.— Microfotografía que pone de manifiesto la
pr-esencia en el pericito [PC]] de numerosas estructuras
lisosomales LILa]]. Nótase el amplio desarrollo del retículo
andoplásmico [RE]]. fiCE = Célula andotelial]].
ng. 24.— Imagen a microscopia electrónica de un astrocito
parivascular fi oz]] rodeando a los componentes vasculares
cer-ebaloses [CE = Célula andotelial]]. Nótase el aspecto
peco denso a los electrones del citoplasma glial y la
esencia da abundantes mifecendrias y complejo de Colgi

Fig. 25.— Microfotografía que muestra los haces de
gliofilamantes fiat]] en sección transversal de la glía IGL]]
que se halla rodeando a la célula endetelial ffCE]]. fiME =
Membrana Basal, FM = Fibra mialínica]].
Fig. 26.— Detalle ultraestructural de las mitocendrias [Mit]]
alargadas presentes en las prolongaciones gliales fOL]] que
alcanzan a les capilares carebelosos. fCE = Célula
Endetelial, MB = Membrana Basal, UE = Unión estrecha].
Fig. 27.— Imagen ultraestructural gua revela la presencia de
células grano fCG]] relacionadas con los capilares
carebalosos, y separadas da estos pos la presencia da un
envoltorio glial IGL] perivascular. fiCE = Célula
Endotalial, MB = Membrana basal].
Fig. 28.— Porción de una célula Grano [CG]] asociada
estrechamente a la membrana basal fiME]] gua rodea al
per-icito fl~c]]. ficE = Célula endotelial, OL = GUa, Of =
Gliofilamenfos, MB = Membrana basal]].

Fig. 29.— Fotografía a microscopIa electrónica que pone de
manifiesto la existencia de células grano [CG]]asociadas
íntimamente a la pared da los capilares cerebalcaes. lUCE
— Célula Endotelial, PC = Pericito, MB Membrana Basal,
GE = 0114.
Fig. 30.— Sección fina que demuestra la relación anatómica
estrecha entre las células grano [CG]]y la membrana basal
1MB]] que rodea a la célula endotelial [CE]].
Fiq. 31.— Microfotografía que revela la existencia del
citoplasma da una célula Golgi flC.’sg]] en la capa granular
da la corteza cerebelosa asociado de forma íntima con la
membrana basal flMB]] que rodea al pericifo flPC]j. fCE =
Célula Endotelial, GE = Olía, Mc = Axón, Df = Dendrita]].
Fig. 32.— Citoplasmas da una Célula de Golgi [CGg]] y de
células grane fiCo]] en estrecho contacto con la membrana
basal [MB] que rodea a la célula endotelial fiCE]]. [FM =
Fibra Mielínica]].

Fig. 33.- Sección fina da la corteza cerebelosa a nivel da la
capa granular. Obsérvanse la existencia de terminaciones
axónicas fAx] y citoplasmas dendríticos f Df]] en el entorno
del capilar-, separados de la célula endotelial ficE]] por
una delgada lámina da glia perivascular IGL]]. fiCo = Célula
Grano ]]
Fig. 34.— Microfotografía de la capa granular de la corteza
cerebelosa en la que se demuestra la estrecha relación
anatómica entra terminaciones axónicas flAx]] y la membrana
basal flMB] que rodea a la célula endotelial ficE]]. fieL =
Olía, Df = Dendrita, 5 = Sinapsis, CO Célula Grano]].
Fig. 35.— Terminación axónica fAx]] y dendrita flDt II en estreche
contacto con la membrana basal que rodea a la célula
endotalial [CEJJen un capilar presente en la capa gr-anular
de la corteza cerebelosa, fis = Contacto sináptico]].
ng. 36.— Microfotografía que demuestra la prasencia, en la
capa granular- de la corteza cerebelosa, de una terminación
axónica fAx]] en contacte íntimo con la membrana basal [Mali
que redea a la célula endotalial [CE]]. fOL = Olía, FM =
Fibra Mielínica, CG = Célula Grano]].

Fig. 37.- Sección fina de la corteza cerebelosa, a nivel de
la capa granular, en la que se muestra una fibra musgosa
f FMI! en el entorne del capilar sanguíneo pero separado de
la membrana basal fMB]] que rodea a la célula endetalial
LIjE]], por- una delgada lámina de glía perivascular foL]].
Es = Contacto sináptico]].
Fig. 38.— Olía parivascular fez]] interpuesta entre la fibra
musgosa 1fF14]] y la membrana basal que rodea a la célula
andotelial JICE]].
Fig. 39.— Fibra musgosa JFM]] de la capa granular de la
corteza cerebelosa en estrecha asociación con la membrana
basal .que rodea a la célula endotelial LItE]]. liDt =
Dendrita].
Fig. 40.— Microfotografía de una Fibra Musgosa [FM]] en
estrecho contacto con la membrana basal 11MB]] que rodea al
pericito IIPC]]. GtE = Célula Endotelial, OL = Olía]].

Fig. 41.— Fibra Musgosa fPM]] y Axón da célula de Golgi [IAGg]]
en estreche contacto con la membrana basal [Ma]]que rodea
a la célula endotalial fCE]] y al pericito IIIPC]]. [Dt =
Dendrita]].
Fig. 42.— Axón de célula Cesto [ACc]]haciende sinapsis con el
citoplasma de una célula de Purkinja fICP]] y manteniendo
al mismo tiempo un estreche contacto con la membrana basal
rodea a la célula endotalial fCE]] y al pericite
= Olía, 5 = Contacte sinápticoill.
Fig. 43.— Célula Casto [CC]] en estrecha asociación con la
membrana basal [MB]]que rodea a la parad vascular en la
capa molecular de la corteza cerebelosa. [CE = Célula
endofalial, PC = Pericifo]].

Fig. 44.— Olía perivascular IIGLiR interpuesta entre la
terminación axónica fAx]] y la pared del capilar presenta
en la capa molecular de la corteza cerebelosa. [CE
Célula Endofelial, PC = Pericito, Df = Dendrita].
Fig. 45.— Terminal axónico [Ax]] en asociación íntima con la
membrana basal f MB]] que rodea al paricite [PC]],en la capa
molecular de la corteza cerebelosa. f CE = Célula
Endofelial, CL = Olía]].
Fig. 46.— Microfotografía que muestra la existencia de un
terminal axónico [Ax]]manteniendo contacto con el capilar
cer-ebeloso, en un punto de discontinuidad del envoltorio
glial per-ivascular- fIO4. [CE = Célula Endotelial, PC
Paricite, Df Dendrita ji.
Fig. 47.- Botón axónico fAx]] en asociación anatómica estrecha
con la membrana basal [MB]] que rodea a la célula
endofalial [CE]. fOL = Olía, Dt = Dendrita jJj.

Fig. 48.— Detalle ultraestructural de una terminación axónica
~Ax]] en ínfima asociación anatómica con la membrana basal
MB]]que se halla envolviendo a la célula endotelial [CE]].
GL = Olía, Of = Gliofilamentos, Dt = Dendrita]].
Fig. 49.— Terminación axónica [Ax]] asociada a la membrana
basal IIMBiR que rodea a la célula andotelial JfCE]] en la
corteza cerebelosa a nivel da la capa molecular de la
laminilla, foL = olía]].
Fig. 50.— Sección fina que constata la presencia en la capa
molecular de la certeza cerebelosa da terminaciones
axónicas fAx]] en estrecha asociación con la membrana basal
[IMB]]que rodea a la célula endotelial [CE]]. [CL = Olía,
Df = Dendrita].
Fig. 51.— Microfotografía que muestra une terminación axónica
fAx]] asociada íntimamente con la membrana basal [MB] que
envuelve a la célula endotelial [CE]],en la capa molecular
de la corteza cerebelosa, fOL = Olía, Df = Dendrita].

Fig. 52.- Axones [Axil!y dendritas fiDt]] de fibras paralelas
LI FP]] en el entorno del capilar carebelosea separados de
la célula andotelial [CE]] y del paricito fiPC]] por un
envoltorio de glía per-ivascular CLII. [MB = Membrana
Basal]]
Fig. 53.— Fibras paralelas [FP] separadas de la pared vascular
por la presencia de una vaina interpuesta da naturaleza
lial en la capa molecular da la certeza cerebelosa.
UE= ón estrecha, MB = Membrana basal, Df = Dendrita,
FM = Fibra Mielínica]].
Fig. 54.— Sección fina da la corteza cerebelosa a nivel de la
capa molecular en La que se pena da manifiesto la
presencia de una dendrita fDt]] en contacto intime con la
membrana basal ¡[MB]] que r-odaa a la célula andotelial [CE].
NOtase la patente discontinuidad del envoltorio de la glía
perivascular- [CL]] fAx = Terminaciones axónicas]].

Esquema 1.— Esquema ilustrativo que representa las
prolongaciones gualas abrazando a los capilares presentes
en el tejido nervioso. El envoltorio glial no resulta del
todo continua, y puede representarse elementos de
naturaleza nerviosa asociados a la pared vascular. [CE =
Célula endotelial, GL = células glialea, N = Células de
naturaleza nerviosa, Ax = Axón, Dt = Dendrita].

Esquema II.— Díagrama esquemático que representa la corteza
cerebelosa en sección tridimensional. Los capilares
cerebalosos se hallan rodeados por al envoltorio glial
parivascular fiotJj; sin embargo asta vaina no constituye
una estructura continua en toda su extensión.
En la capa molecular superficial se muestran aomaa
nauronalea de células estrelladas [CEs]]y células cesto
[CC]]asociadas a la pared vascular. Así mismo, elementos
da naturaleza nerviosa, dendritas [Dt]] y terminaciones
axónicas [Ax]].
En la capa de las células de Purkinje el diagrama
representa somas de esta estirpe celular fc~]], así como
axones da células cesto, en contacto con los capilares
sanguíneos.
En la capa granular de la certeza cerebelosa se
asquamatiza células grano ECO]], axones LJ¿Ax y dendritas
fi Df]] da origen diverso, fibras musgosas ji FMJ] y axones da
células Golgi [AG]], asociadas íntimamente a la pared de
los capilares cerebelosos. El esquema no representa a las
células Golgi presentes en la capa granular profunda de
la corteza cerebelosa y que pueden mantener contacte con
los capilares sanguíneos.
[IGB Olía da Bargmann, CE = Célula Endotelial, PC =
Pericito]]

Fig. 55.— Fotografía a microscopia óptica de la
inmunolocalización da CABA en la corteza cerebelosa. Las
células de Purkinja [CP]] aparecen ligeramente
inmunomarcadas, observándose intenso inmunomarcaje en las
fibras da células cesto [FCC]. [CM = capa molecular, CG
= Capa granular]].
Fig. 56.— Inmunolecalización de GABA en la corteza
cerebelosa. El producto de la inmunorreacción aparece en
el cono axonal de las células de Purkinja [CF]], así como
en fibras que rodean a esta estirpe celular, y en células
grano f*]]. Se observa inmunemarcaja en algunos vasos
sanguíneos LIVS] y en estructuras asociadas a les miamos.
¡[CM = Capa Molecular-, CF = Células da Purkinje, CG = Capa
Granular-]]
Fig. 57.— Localización inmunocitoquimica da CABA en el ceno
axonal de las células de Purkinje [0]], en células qrano
¡[ *]] y en el endotalio de los capilares carebelosos [VS]].
¡[CM = Capa molecular, CF = Células da Purkinje, CG = Capa
granular].
Fig. 58.— Inmunodetección de GABA en la certeza cerebelosa.
La reacción aparece asociada a las células grano [+Co]]y
a estructuras celulares asociadas a los vasos sanguíneos
8tsII. tICM = Capa Molecular, CG = capa Granular-II.

ng. 59.— Localización ultraestructural da CABA en al
citoplasma de la célula endotelial [+CE]]da un capilar en
la capa molecular de la certeza cerebelosa. El producto
de la inmunorreacción aparece distribuido da forma
homogénea a lo larqo del citoplasma. iGL = Olía, Ax =
terminación axónica jJ -
ng. 60.— Célula glial [+oi.4presente en la sustancia blanca
cerebelosa inmunopositiva frente a CABA. La reacción
aparece dispersa por todo el citoplasma glial. [FM =
Fibras mielínicas]].
Fig. 61.— Prolongaciones de la glia perivascular [+GL]]
inmunopesifivas frente a CABA asociadas al capilar
presenta en la capa granular de la corteza cerebelosa. [CC
Célula Gr-ano, CE = Célula Endotalial, MB = Membrana
basal]]
Fig. 62.— Microfotografía que muestra la localización del
inmunomarcaje frente a CABA en la corteza. El producto de
la inmunorreacción aparece asociado tanto a las
prolongaciones de la glía perivascular- [+o011,como en el
citoplasma da una célula qrano [±CG]] en contacto íntimo
con la célula endotelial [ICE]].fUE = Unión Estrecha, FM
= Fibra Mielínicalj.

Fig. 63.— Terminación axónica inmunopositiva frente a CABA
[+Ax]] en el entorno del capilar cerebeloso, separado de
asta mediante la presencia da glía perivascular
Basal~~esta [IGL]].¡[CE = Célula Endotelial, MB Membrana
Fig. 64.— Inmuriolocalización de una terminación positiva
fr-ente a GASA [+Ax]]separada de la célula endetalial [CE]]
~or- la presencia de glía parivascular interpuesta [CL].
MB = Membrana basal, Df = Dendrita]].
Fig. 65.— Terminación axónica positiva frente a CABA [+AXII
asociada íntimamente a la membrana basal [IMB]]que redea
al per-icito ¡[Pc] y la célula endotelial [CE]]. Se observa
reacción positiva también al la glía perivascular cercana
II-i-GL]]. ¡[flOr = Dendrita da Célula Gr-ano].
Fig. 66.— Localización citoquimica de CABA en un terminal
axonico ¡[±Ax]] en la capa molecular de la corteza
cerebelosa asociado estrechamente a la pared del capilar
¡[CE = Célula Endofelial, MB = Membrana basal, GL = Cha]].

Fig. 67.— Inmunolocalización de CAD en la corteza
cerebelosa. La reacción se observa asociada a las células
de Pur-Rinje [+CP]] y a diversos elementos celulares
asociados a los capilares cerebelesos [I/]]. [cM = Capa
Molecular-, CG = Capa gr-anular]].
Fig. 68.— Localización inmunocitoquímica de GAD en los
capilar-es sanguíneos [+VS]] de la corteza cerebelosa.
Fig. 69.— Célula endotelial positiva frente al antisuero
contra GAD en les capilares car-ebalosos. La reacción se
observa también en prolongaciones celulares que alcanzan
la pared vascular [>1.
Fig. 70.— Inmunolecalización de GAD en al endotalio de un
capilar- cerabeloso f’4-CE]] y en células y prolongaciones
asociadas a la pared vascular ¡[>j.

Fig. 71.— Célula Glial presente en la austancia blanca,
inmunomarcada para GAD [+oL]]. El producto del
inmunomar-caja aparece distribuido de forma homogénea en
todo el citoplasma glial.
Fig. 72.- Prolongación glial inmunoteñida para GAD [+GL]]
alrededor del capilar cerebeleso. El marcaje se observa
homogéneamente distribuido en todo el citoplasma. [CE =
Célula endofelial, MB = Membrana Basal, CL = Olía]].
Fig. 73.— Endotelio de un capilar presente en la capa
molecular- de la certeza cerebelosa inmunemarcado para GAD
f 1-CE]. El producto da la homogénea se observa con una
distribución dispar-aa aunque asociado principalmente a las
numerosas vesículas membranosas. [CE = Célula Endotelial,
PC = Paricifo, MB = Membrana Basal, FP = Fibras
Paralelas].

Fig. 74.- Célula Grano marcada inmunocitoquimicamente con el
antisuero fr-anta a GAD [+CG]] y manteniendo estrecho
contacto con la membrana basal [143]]que redea a la célula
endotelial feE]] y al pericite [PC]].
ng. 75.— Inmunolocalización de GAD en célula cesto [+CC]]
asociada íntimamente con la membrana basal [MB]]que rodea
a la célula andotelial ¡[CE]].
Fig. 76.- Localización ultraestructural de una célula
estrellada marcada inmunocitoquimicamente con al antisuaro
frente a GAD ¡[1-CEs]] y asociada a la membrana basal ¡[MB]]
que rodea a la pared vascular [CE Célula Endetelial, PC
= Pericifo, GL = olía]].
Fig. 77.— Inmunodatección da CAD en la corteza cerebelosa.
Obsérvese reacción positiva en dendritas ¡[+Dt] asociadas
íntimamente a la pared del capilar y en prolongaciones da
células gliales ji +GL]] alrededor del capilar y rodeando
otras estructuras de naturaleza nerviosa. fCE = Célula
Endotalial, MB = Membrana Basal]].

Fig. 78.— Citoplasma dendrítico inmunoteñido con el
antisuaro contra GAD !f+Dt] y asociado íntimamente con la
membrana basal ¡[MB]] que rodea a la célula endotelial [CE]].
El producto de la inmunorreacción aparece disperso por
todo el citoplasma dendrítico y asociado a la cara
cifoplásmica de la membrana mitocondrial externa.
Fig. 79.— Terminaciones axónicas positivas frente a GAD en el
entorno del capilar cerebaloso [+Ax]], par-o separadas de
este por- la glía perivascular interpuesta fOL]]. LICE =
Célula Endofelial, MB = Membrana Basal, Ax = Axón, Df =
Dendrita ]J.
Pig. 80.— Inmunolocalización da GAD en el entorno de los
capilares cerebelosos. La reacción positiva se observa en
el interior de una terminación axónica f+Ax]] asociada a
la membrana basal ¡[MB]] que rodea al pericito f PC]] y en la
glía parivascular- cercana [+GL]]. [CE= Célula Endotelial]].
Fig. 81.— Localización inmunocitoquimica de GAD en al
microambiante de los capilar-es cerebalosos. La reacción
positiva se observa en una fibra mialínica [1-FM]y en una
terminación axónica [I+Ax]]asociada íntimamente a la pared
vascular. El producto de la inmunorreacción se observa
asociado a las vesículas sinápticas presentes en el
terminal. [CE = Célula endotelial, PC = Paricito]].

Fig. 82.—Fotografía a microscopia óptica de la distribución
de inmunomar-caje para Taurina. Las células de Purkinje
¡[ CP]] y sus árboles dendríticea apicales aparecen marcados
positivamente. Nótese reacción positiva alrededor de
algunos capilares cerebelosos [*]]. [CM = capa Molecular,
CG = Capa Granular]].
Fig. 83.— célula endotelial positiva frente a Taurina en la
corteza cerebelosa. Nótasa la presencia de prolon¶acionas
celular-es positivas alcanzando la pared capilar LL7~i.
Fig. 84.— Estructuras celulares positivas frente a Taurina en
asociación con los capilares de la corteza cerebelosa fA]]
Obsérvese la presencia de dendritas de gran calibre,
pertenecientes a células de Purkinje en la capa molecular
de la laminilla cerebelosa f’\]].

Pág. 85.— Inmunolocalización de Taurina en el citoplasma de
una célula de Pur-Rinje [CP]]en la corteza cerebelosa. El
producto da la inmunerreacción se observa principalmente
asociado a las estructuras membranosas presentes en el
citoplasma. fAx = Axón]].
Fig. 86.— Dendrita de una célula de Purkinje [+Dt]] en la
capa molecular da la corteza cerebelosa. El precipitado
denso que revela la presencia del antígeno se observa
distribuido homogéneamente en el citoplasma dendrítíco.
Pig. 87.— Axón da una célula de Gelgi [+Acg]] inmunemarcado con
al antisuere contra Taurina. La reacción se observa
asociada a las vesículas sinápticas y a la cara
citoplásmica de la membrana mitocondrial externa. [FM =
Fibra Muagoaajj.
Fig. 88.— Fibra musgosa [1-FM]]inmunopositiva frente a Taurina.
La reacción aparece asociada a las vesículas sinápticas
y a la cara citoplásnica da la membrana mitocondrial
externa. [CG Célula pr-ano, Df Dendrita].

Fig. 89.— Inmunolocalización de Taurina en una fibra musgosa
[+FM]] haciendo sinápsis con el citoplasma de una célula
Golgi ICGgll. La inmunorreacción aparece asociada a las
vesículas sinápticas y a la cara cifoplásmica de la
membrana mitocondrial externa.
Fig. 90.— Célula endotelial positiva inmunocitoquimicamente
f ±CEjJJ frente al antisuaro contra Taurina en la capa
molecular da la corteza cerebelosa. [IGL = Olía, MB =
Membrana basal, Df = Dendrita]].
Eig. 91.- Inmunodatección de Taurina en la célula endotelial
fi +CE]] de un capilar ~rasante en la capa granular de la
certeza cerebelosa, ji MB = Membrana Basal, GL = Cha, Df
= Dendrita, CG = Célula Grano]].
Fig. 92.— Pr-elongación de la glia perivascular positiva
frente al antisuere contra Taurina [I+GL]].La reacción
aparece homogéneamente distribuida. [CE = Célula
Endofelial]

Fig. 93.— Inmunolocalización en el microambienfa da los
capilares cerebalosos de Taurina. La reacción aparece
homogéneamente distribuida a lo largo da las
prolongaciones glialas [+GL]. Nótesa la presencia de una
terminación axónica [AY]] en contacto directo con la
membrana basal [MB]] que rodea al pericito [PC]] y a la
célula andofelia 1 [CE]
Fig. 94.— Citoplasma dendrítico, posiblemente de una célula
de Pur-Rinje, [+Dt] en contacto ínfimo con la membrana
basal fMB ]que rodea a la pared vascular-. [CE Célula
Endotelial, PC = Paricifo, Ax = Axón].
Fig. 95.— Terminación axónica positiva frente a Taurina
[+Ax]] asociada a la pared vascular da un capilar
cerebeloso, per-oseparada por una delgada vaina glial. ¡[CE
= Célula Endotelial, MB = Membrana Basal, GL = Olía].

Fig. 96a. — Fotografía a microscopia óptica da la
inmunolocalización de Glicina asociada a la pared de un
capilar cer-ebelosos [CE = Célula Endofelial.]j.
Fig. 96b.- Inmunorreacción positiva fr-ente al antisuero
contra Glicina en el endotelie capilar y en estructuras
celulares asociadas a los capilares cerabelosos ¡[4]].
Fig. 97.— Microfotografía que revela inmunomarcaje contra
Glicina en el citoplasma de la célula andotelial ¡[+CEII de
un capilar presente en la capa molecular de la corteza
cerebelosa. [MB = Membrana Basal, GL = Olía, Ax = Axón]].
El producto de la inmunerreacción aparece asociado a las
numerosas vesículas membranosas presentes en el andetelio.
Fig, 98.— Inmunolocalización de Glicina en la glía
par-ivascular [.soL]]asociada a la pared capilar.
Fig. 99.- Pr-elongación glial [+GL]] inmunepositiva frente al
anfisuaro contra Glicina asociada a la membrana basal [MB]]
que envuelva a la pared capilar. [CE Célula endetelial,
PC = Par-icito, Df Dendrita].

Fig 100.— Inmunorreacción positiva fr-ente al antisuero
contra Glicina en la glía per-ivascular [1-GIlque rodea al
capilar- carebeleso. fCE = Célula Endofelial, PC =
pericifo].
ng. 101.— Prolongación glial ¡[+CL]] inmunopositiva frente a
Glicina rodeando al capilar presente en la capa granular
da la corteza cerebelosa. ¡[CE = Célula Endotelial, PC =
Per-icito, Of = Gliofilamenfos, CG Célula Grano]].
Fig. 102.- Inmunelocalización de Glicina en un citoplasma
dendrítíco ¡[1-Df JI asociado íntimamente a la membrana basal
¡[MB] que rodea a la célula endetalial [CE]. fAx = Axón].
Fig. 103.- Terminación axónica inmunepositiva [+Ax]] frente al
anfisuero contra Glicina asociada al microambiante del
capilar- cerebeloses, aunque separado de la membrana basal
¡[1-413]] que rodea a la célula andotalial [CE]] y al pericite
~PC] por un delgado envoltorio de naturaleza glial [on]].
Df = Dendrita]].

Fig. 104.- Detección inmunocitoquimica de Serotonina en la
Corteza cerebelosa. Nótasa la reacción positiva en al
endotelio capilar [Iv] y en estructuras asociadas a la
pared vascular. [CM = Capa molecular, CP = Células de
Purkinje, CG = Capa Gr-anular].
Fig. 105.— Célula endotelial positiva inmunocitoquimicamente
frente al antisuero contra serotonina [±CE]]. La reacción
se observa principalmente asociada a las numerosas
vesículas membranosas. [MB = Membrana Basal, GL = Olía,
Of = Gliofilamanfos, Ax = terminaciones axónicas, Dt =
Dendrita]
Fig. 106.— Localización inmunocitoquimica de Seretenina en
la glía per-ivascular f+oL]] que redea a un capilar en la
capa granular de la corteza cerebelosa. [CE = Célula
Endotelial, PC = Pericite, MB = Membrana Basal, Dt =
Dendrita, CG = Célula Grano]].

Fig. 107.- Prolongaciones gualas inmunepositivas [+GL]]
fr-ante al antisuere contra Serotonina rodeando la membrana
basal ¡[I48II que subyace a la parad vascular. Nótese la
discontinuidad en al envoltorio glial que permite el
contacto entra los elementos vasculares y una fibra
musgosa [IFMII.[CE = Célula endotelial, PC = Pericito, Ls
Lisosomas]].
Fig. 108.— Soma neuronal inmunepositivo frente al antisuere
contra sarotonina [1-SN]]en contacto estrecho con la
membrana basal ¡[MB]] que redea a la pared del capilar
carebeloso. ¡[CE Célula Endotelial, PC = Par-icifo, GL =
Glía, Df = Dendrita]].
Fig. 109.— Inmunodetección de serotonina en una terminación
axónica ¡[+Ax]] que mantiene estrecho contacto con la pared
vascular. [CE = Célula Endofalial, Ax = Axón, Df =
Dendrita]].

Fig. 110.— Localización inmunocitoquimica de Tiamina en la
célula endotelial de un capilar cerebeloso [+CE]]así como
en estructuras celulares en estrecho contacto con la pared
vascular [Iv]j.
Fig. 111.— Microfotografía que muestra el producto de la
reacción inmunecitequimica positiva frente a Tiamina en
al citoplasma de la célula endotelial de un capilar
cerebeloso ¡[1-CE]]. El producto de la inmunorreacción
aparece disperso por todo el citoplasma. [PC= Pericitojil.
Fig. 112.— Célula endetalial inmunopesitiva [+CE]] frente al
antisuero contra Tiamina. ¡[CL = Olía, Ax = Terminación
Axónica, Df = Dendrita]].

Fig. 113.— Inmunodatacción de Tiamina en la prolongación
glial que se halla rodeando a la pared vascular [CE =
Célula Endotelial, MB = Membrana Basal, PC = Pericite]].
Fig. 114.— Localización inmunocitoquimica da Tiamina en al
microambiente de les capilares cer-ebelosos. Obsérvese
reacción inmunopesitiva en un citoplasma dendrítico [Df]],
en contacto estreche con la membrana basal fMB]] que rodea
a la pared vascular. [CE = Célula Endofelial, Ax
Terminación Axónica, CL = Olía]].
ng. 115.— Terminación axónica inmunopositiva ¡[+Ax]] frente al
antisuero contra Tiamina en contacto íntimo con la
membrana basal [MB]]que rodea a la célula endofelial [CE]].
fOL = Prolongación glial]].

Fig. 116.— Localización inmunocifoquimica de la enzima
AATasa en el citoplasma da una célula endotelial [+CE]] y
en pr-elongaciones que alcanzan el capilar cerebeloso.
ng. 117.— Reacción inmunopositiva frente al antisuero
contra AATasa en el citoplasma de la célula andotelial
liCEil de un capilar- cerabeloso. [PC = Pericifo, GL =
Prolongación Glialíl. Obsérvese el producto de la
inmunor-reacción asociada a las numerosas vesículas
membranosas presentes en al endotelio.
Fig. 118.— Inmunolocalización de AATasa en la célula
endotelial ¡[1-CE]]. Nótese el producto de la inmunorreacción
asociado a la porción luminal del capilar cerebeloso.
ng. 119.— Prolongación glial inmunopesitiva frente a
antisuaro contra AATasa [+GL]]asociada a la pared vascular
cerebelosa. [CE= Célula Endofelial, +FMi= Fibra Mielínica
inmunopositiva]].

Fig. 120.- Reacción inmunopositiva frente al antisuero
contra AATasa en las prolongaciones gliales [+GL]] que
rodean al capilar cerebeloso. Obsérvese reacción positiva
en el citoplasma de una dendrita [+DtII.[CE = Célula
Endotelial, PC = Pericito]].
Fig. 121.- Prolongaciones dendríticas inmunopesitivas frente
al antisuero contra AATasa [+Dt]],asociada en algún caso
a la membrana basal fMBJJ que redea a la pared capilar ¡[CE
= Célula endetelial, GL = Olía, Ax = Terminación axónica]].
Fig. 122.— Inmunedatacción de AATaaa en un citoplasma
dendrítico [1-Df]]asociado de forma íntima a la pared del
capilar cerebeleso. Obsérvese reacción inmunopositiva
también en glía perivascular- ¡[+GL]]. ¡[CE = Célula
Endotalial, GL = Olía, Ax = Axón, 5 = sinapsis]].
Fig. 123.— Terminación axónica inmunorreactiva frente al
antisuero contra AATasa [+Ax]]asociada da forma íntima a
la membrana basal [MB]]que rodea a la célula endotelial
II CE]]. Nótese reacción positiva en gUa perivascular
cercana f+o4. ¡[Df = Dendrita]].

Fig. 124.— Localización inmunocitoquimica da la ATPasa Na~/K~
en la célula endotelial del capilar cerabelosos. Nótese
el precipitado denso del producto de la inmunorreacción
asociado a la porción luminal de la célula endofelial
f+CE]]. [PC = Pericito, MB = Membrana Basal]].
ng. 125.— Inmunodetección de fosfocreatina en la capa
molecular de la corteza cerebelosa. El producto de la
reacción inmunocitoquímica se demuestra en el citoplasma
de la célula andotelial [+CEJI. foL = Prolongaciones
Chalas]
Fig. 126.- célula endofalial inmunopositiva ¡[+CE]] frente al
anfisuero contra fosfocreatina en la capa granular de la
corteza cerebelosa. [IGL = Prolongaciones Chales, CG =
Célula Grano]].
Fig. 127.— Microfotografía que muestra la reacción
inmunopositiva del endotelie’ de un capilar cerebeloso
[1-cE], presenta en la sustancia blanca. [FMi = Fibra
Mialínica]

Eig. 128.— Localización inmunocifoquimica de fosfocreatina en
el endotehio de un capilar cerebeloso [1-CE]].obsérvese el
producto da la inmunorreacción asociado a la cara
citoplásmica de la membrana mitocendrial externa f*]].
Fig. 129.— Detalle ultraestructural del producto de la
inmunor-reacción, frente al antisuero contra fostecreatina,
asociada a la porción cifoplásmica da una vesícula
presente en el andofelio vascular [1-CE]].
Fig. 130.- inmunolocalización de fosfecreatina en una
prolongación glial .!i+GÉ]] que abraza al capilar cerebelosos
en su porción abluminal. [CE = Célula Endetelial, MB =
Membrana Basal, PC = Pericifo, CL Cha]].

Fig. 131.— Localización inmunocitequimica de clatrina en la
corteza cerebelosa. Obsérvese el producto de la
inmunorreacción asociada a las células de Pur-kinja [vil.
¡[CM Capa Molecular, OP = Células de Pur-kinja, co = Capa
Granular]].
Fig. 132.— Inmunodetección de clatrina en al endotelio de un
capilar cerabeloso [+CE]].
Fig. 133.— Microfotografía de la distribución del producto de
la inmunor-reacción positiva fr-ente a clatrina en la
porción luminal de la célula endotelial [+CE]]. [PC =
Pericifo, GL = Prolongación Glial, CP = Célula de
Purkinjef.
ng. 134.- Reacción inmunocitoquimica positiva frente al
antisuero contra foafocreatina en la célula endotelial
f 1-CE]]. Nótese el producto de la inmunorreacción asociado
a las numerosas vesículas presentes en el endotelio. [PC
= Paricifo, MB = Membrana Basal].

Fig. 135.— Microfotografía que muestra reacción
inmunocitoquimica positiva en la prolongación glial [+GL]]
frente al antisuero contra clatrina. La reacción se
observa homogéneamente distribuida en el citoplasma glial.
[CE = Célula Endotelial, MB = Membrana Basal, PC =
Per-icito].
Fig. 136.— Localización inmunocitoquimica de clatrina en la
corteza cerebelosa. El producto da la inmunorreacción
aparece en el citoplasma da una célula de Purkinje [+SN]]
asociada a la membrana basal ¡[MB]] que rodea a la célula
endofelial ¡[CE]. Nótese, así mismo, reacción en la glía
perivascular- [+oL]]. [oL = Cha, Ax = Axón, Df = Dendrita,
Pc = Paricito].
Fig. 137.— Dendrita inmunopositiva frente al antisuare
contra clatrina f +Dt]]. Nótese la existencia da contactes
sinápticea [Iv]. ji Df = Dendrita]].
Fig. 138.— Immunodetección de clatrina en una dendrita [+Dt]]
separada del andotelio cerebral mediante glía
perivascular. [ICE= Célula Endofelial, PC = Pericito, MB
= Membrana Basal, Ax = Axón]].
Fig. 139.— Terminación axónica inmunopositiva [+Ax]] frente al
antisuero contra clatrina, separada de la pared capilar
por el envoltorio de glía perivascular [GL]]. Nótese el
producto de la inmuner-reacción asociado a las vesículas
sinápticas. [CE = Célula Endotelial, PC = Pericito, MB =
Membrana Basal, Df = Dendrita]].

ng. 140.— Reacción inmunopositiva frente al antisuero
contra clatrina en glía perivascular [±GL]] y en la zona
da contacte entre el endofelio y una terminación axónica
fAx] . Obsérvase así mismo reacción positiva en la porción
luminal de la célula endofalial ji 1-CE]]. [MB = Membrana
Basal, Df = Dendrita]].
ng. 141.— Localización inmunocitoquimica de a—actina en la
corteza cerebelosa. Obsérvese el producto de la reacción
inmunocitequímica en relación con las células de Pur-kinje
fi’,].
Fig. 142.- Reacción inmunopositiva frente al antisuero
contra a-actina en el andofelio del capilar cerebelose y
enfrolon9aciones celulares que alcanzan la pared vascular
Fig. 143.— Célula endetelial positiva inmunecitoquimicamente
f 1-CE]] frente al antisuero contra a—actina. Nótese la
pr-esencia de uniones de tipo «~ap» entre la célula
endotelial y el pericito f.4]]. jiPC = Pericito, GL =
Prolongaciones Dendriticas, Ax terminales axónicos, Dt
dendritas, CG = Células Grano]].

ng. 144.— Inmunorreacción positiva frente al antisuero
contra a-actina en el endotelio del capilar cerebelose
[1-CE]].Nótese el producto de la reacción asociado a las
numerosas vesículas membranosas presentes en el endetelio.
¡[GL = Pr-elongación Glial]j.
Fig. 145.— Reacción inmunocitequimica positiva [a]] fr-ente a
a— actina en la cara citeplásmica de una formación de tipo
vesicular [r’v]]en el pericito [PC]] de un capilar
cerebalose. [CE= Célula endetelial, MB = Membrana basal]].
Fig. 146.- Microfotografía que demuestra la presencia de
reacción inmunopesitiva frente a a—actina en las
prolongaciones da la glía parivascular f+GL]j. ¡[CE= Célula
Endotelial, PC = Pericifo, MB = Membrana Basal]].
Fig. 147.— Proyección glial inmunopositiva fr-ente a a—actina
f +GL]] rodeando el capilar cerebeloso. Obsérvese el
producto de la inmunorreacción asociado a les haces de
gliofilamantos [ot]]y al citoplasma glial que contacta con
la membrana basal y rodeando a las mitocondrias. [CE =
Célula Endofalial].

Fig. 148.— Inmunolocalización de a—actina en el micreambiente
de los capilares cerebelesos. Nótese reacción
inmunopositiva en la glia perivascular [±GL]], asociada a
los orgánulos citoplásmicos, mitecondrias y sistemas
endomembranosos. [CE — Célula Endotelial, MB = Membrana
Basal, Df = Citoplasmas Dendríticos, Ax = Botones
axónicos]
Fig. 149.- Olía de Bergmann positiva inmunocitoguimicamente
fr-anta al antisuero contra a—acfina [+GL.Bg]]. El producto
del revelado aparece disperso por todo el citoplasma glial
f+GL]. [cp = Célula da Pur-Rinje]].
Fig. 150.— Detalle ultraestructural de una célula da la Olía
da Bergmann [GL.Bg]]positiva inmunocitequimicamente frente
a y—actina ¡[+GL jJ. Obsérvese al producto de la
Qinmunorreacción asociado a las mitocondrias y al sistema
de endemembranas. [CC = Célula Casto].

ng. 151.— Microfotografía de la localización de a—actina en
al microambienfe del capilar- cerebeloses. La reacción
inmunocifoquimica se demuestra dispar-sa en el citoplasma
da la glía de Bergmann ¡[±GL]] y asociada a la parad del
capilar- cer-ebaloso. Obsérvese la presencia de reacción
asociada a la membrana glial en contacto con la membrana
basal que rodea a la célula endotelial ¡[CE]]. [Dt =
Dendrita, CP = Célula de Purkinje]].
Fig. 152.— Célula estrellada positiva inmunecitequimicamente
[1-cE]fr-ente al antisuere contra a—actina.
Fig. 153.- Inmunorreacción positiva frente al antisuero
contra cE-actina en las prolongaciones gliales ¡[+GL]] que
se hallan rodeando a los elementes pre— y pesf—sinápticos.
¡[Axt botón axónice, Df = Dendrita].

Fig. 154.— Inmunolocalización de a—acfina en el microambiente
de los capilares cerebelesos. El revelado de la
inmunorreacción aparece tanto en la glía perivascular
[j+GL]],en citoplasmas dendríticos [1-Df]]asociados y no
asociados a la pared vascular y en estructuras gliales
rodeando a los elementos nerviosos. [CE = Célula
Endofalial, PC = Per-icite, MB = Membrana Basal, Ax =
Axón]
Fig. 155.— olía per-ivascular [1-aL]]y terminación axónica
[+Ax] inmunopositivas frente al antisuero contra a—actina.
El producto de la inmunorreacción aparece respectivamente
disperso y asociado a las vesículas sinápticas presentes
en al terminal [CE = Célula endofelial, PC = Pericito]].


